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SOMMAIRE 
L’infection par le VIH-1 est un problème majeur de la santé publique qui touche plus de 
35 millions de personnes à l’échelle mondiale. La réplication du VIH-1 est déclenchée 
par l’activation du promoteur LTR, qui contient deux sites de liaison pour le facteur de 
transcription NF-κB.  Ces sites de liaison sont hautement conservés dans le génome du 
VIH-1, illustrant ainsi l’importance de NF-κB dans l’activité transcriptionelle des gènes 
du VIH-1 et la production de nouvelles particules virales. La withaferin A (WA) est une 
substance bioactive extraite de la plante Withania somnifera, qui possède des propriétés 
pharmacologiques non négligeables dans la régulation de la réponse immunitaire. Des 
études récentes ont démontré que le potentiel anti-inflammatoire de la WA est dû 
principalement à l’inhibition de la voie de NF-κB.  Le but de ce projet est de déterminer 
l’effet de la WA sur la réplication du VIH-1 dans les cellules T, qui sont les cibles 
principales du virus. Des essais de transfections transitoires de cellules T Jurkat E6.1 
avec des plasmides contenant le promoteur du VIH-1 ayant différentes constructions de 
NF-κB, ont démontré que la WA peut réduire l’activité du promoteur d’une manière 
dépendante de NF-κB. Quant à la production de particules virales, des essais d’infection 
avec des virus pseudotypés démontrent que la WA diminue la production virale jusqu’à 
90% dans des cellules T stimulées avec PMA/PHA et TNF-α, tandis que les mutants 
ayant des sites de liaison défective pour NF-κB ne sont pas affectés. Des essais de 
retardement sur gel ainsi que des immunobuvardages de type Western ont montré que la 
WA altère l’habilité de NF-κB à transloquer dans le noyau, ce qui se traduit par 
l’inhibition de la synthèse de l’IκB-α, protéine inhibitrice de NF-κB, phénomène sous 
contrôle étroite de ce facteur de transcription. Ces résultats suggèrent que la WA pourrait 
permettre une diminution de la réplication virale d’une manière dépendante de NF-κB et 
ainsi empêcher la propagation du virus aux cellules T chez les individus infectés. 
Mots-clés : lymphocyte T, VIH-1, withaferin A, NF-κB  
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CHAPITRE 1  INTRODUCTION 
1.1 Virus de l’immunodéficience humaine 
1.1.1. SIDA dans le monde 
Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) est un virus qui détruit le 
système de défense du corps. L’infection au VIH-1 se caractérise par une perte 
progressive des cellules T CD4+, et dans une moindre mesure, les cellules T CD8+ et des 
cellules mononucléaires du sang périphérique. La détérioration du système immunitaire 
conduit au développement des infections opportunistes et au syndrome d’immuno-
déficience acquise (SIDA). Depuis sa découverte en 1981, il est vite devenu la 6e cause 
de mortalité avec plus de 2 millions de décès par année. Selon les estimations effectuées 
par l’ONUSIDA (UNAIDS, 2013), plus de 35 millions de personnes vivent avec le VIH-
1 à travers le monde, avec une croissance de plus de 2,3 millions par année (Figure 1). 
Tel qu’illustré sur la Figure 1, la majorité des cas d’infection provient des pays en voie de 
développement. L’Afrique subsaharienne est la région la plus affectée par cette épidémie 
qui inclut 25 millions de personnes infectées (soit 70% des cas d’infection au monde), et 
ce pour seulement un dixième de la population mondiale. En Afrique du Sud, une 
personne sur dix est infectée. Plusieurs facteurs sont responsables de la propagation du 
VIH-1, comme la stérilisation inadéquate du matériel médical, la réutilisation de 
seringues souillées, les rapports sexuels non protégés, la prostitution et la pauvreté.  
Heureusement, l’arrivée des traitements anti-VIH a permis d’améliorer grandement la 
qualité de vie des personnes infectées en ralentissant la production de virus ainsi que 
l’apparition des co-infections. 
 2 
 
 
Figure 1 Estimation du nombre de personnes vivant avec le VIH-1 dans le monde en 2012 
 (Adapté de ONUSIDA, 2013) 
Au Canada, l’ampleur de cette épidémie est limitée alors qu’environ 71 000 personnes 
vivaient avec le VIH-1 en 2011. Une nette augmentation de 11% est toutefois constatée 
comparativement à 2008 (Agence de la santé publique du Canada, 2014). Néanmoins, il 
faut noter que cette augmentation est non seulement attribuable aux nouvelles infections 
par le VIH-1, mais aussi à un nombre réduit de décès relié au SIDA grâce à la mise en 
place de traitements plus efficaces et accessibles (Fox et al., 2010). Les hommes ayant 
des relations sexuelles avec d’autres hommes (HARSAH) restent les populations les plus 
vulnérables au VIH-1 au Canada, ce qui représente près de la moitié de nouvelles 
infections au VIH-1, comparativement aux utilisateurs de drogues injectables (UDI) avec 
un taux de 20%. La transmission par des rapports hétérosexuels non protégés est tout 
autant non négligeable et est attribuée à un tiers de nouvelles infections au Canada, alors 
que le taux de transmission de la mère à l’enfant est presque nul grâce à l’utilisation de la 
prophylaxie thérapeutique chez les femmes enceintes infectées durant la période 
d’accouchement et d’allaitement. Malgré les avancées, des efforts considérables sont 
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encore nécessaires dans le développement de stratégies efficaces et novatrices en vue de 
l’éradication de cette maladie jusqu’à maintenant incurable. 
1.1.2 Historique de la découverte du SIDA et du VIH-1 
Plusieurs théories scientifiques ont tenté d’expliquer l’origine du VIH. Il a été établi que 
l’apparition du VIH a eu lieu en Afrique Centrale au début du XXe siècle. Ce nouveau 
virus provient d’un virus apparenté chez les primates, appelé virus d’immunodéficience 
simien (VIS), qui est présent chez certains primates d’Afrique. L’exposition de l’homme 
à du sang ou de la chair de singe infecté auraient enclenché le passage du singe à 
l’homme, alors que des mutations du virus dans ce dernier a donné naissance au VIH.  Le 
premier cas de SIDA a été officiellement diagnostiqué plus tard en 1981 dans les villes 
américaines à New York, San Francisco et Los Angeles, suite aux observations de 
plusieurs cas de pneumonies rares (Pneumocystis carinii) et de sarcomes de Kaposi chez 
les patients homosexuels (Friedman-Kien, 1981). Il a été remarqué également chez ces 
individus une détérioration du système immunitaire ainsi qu’une chute considérable des 
lymphocytes T4. La presse et les médias l’ont dénommé Gay-Related Immune 
Deficiency (GRID), et ont suggéré que le poppers, un vasodilatateur très utilisé chez les 
homosexuels pourrait en être la cause. A la fin de cette même année, les études 
épidémiologiques ont rapidement suggéré que la maladie se transmettait non seulement 
par voie sexuelle, mais aussi par l’injection de drogues intraveineuses et par transfusions 
sanguines.  
En 1983, l’équipe de Barre-Sinoussi a isolé un nouveau rétrovirus dans les ganglions 
lymphatiques d’un patient atteint de lymphadénopathie persistante, qu’on appelait 
HTLV-III (virus T-lymphotropique humain de type III) dû à sa ressemblance avec le 
HTLV-1 (Barré-Sinoussi et al., 1983). On le considérait comme l’agent qui provoquait le 
SIDA. Cependant, l’équipe de Gallo ne parvenait pas à isoler le virus dans les 
échantillons sanguins de patients atteints du SIDA, car la plupart des cellules infectées 
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étaient détruites. L’HTLV ne semblait pas être l’agent causant car il les immortalisait et 
faisait proliférer les lymphocytes T (Miyoshi et al., 1981). Ces observations ont été 
confirmées plus tard par l’équipe de Gallo ainsi que par celle de Lévy en 1984. La 
Comité International de Taxonomie des Virus a finalement donné le nom de virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) à ce virus en 1986, l’agent causal du 
SIDA. 
La première thérapie à l’AZT contre le virus est apparue en 1987. Cette thérapie avait une 
efficacité sur l’activité de la transcriptase inverse du VIH-1 mais elle demeurait coûteuse 
et présentait des effets secondaires importants. Au cours des années 1990s, de nouveaux 
composés antirétroviraux ont été commercialisés. Une nouvelle classe de médicament, les 
inhibiteurs de protéase du VIH-1, a été approuvée par le FDA et la trithérapie est devenu 
le traitement standard pour les infections au VIH-1. Le taux de mortalité relié au SIDA a 
nettement baissé et la santé des patients s’est améliorée drastiquement pour la première 
fois (Arts and Hazuda, 2012). Au début des années 2000, l’Organisation Mondiale du 
Commerce a approuvé l’importation des médicaments génériques aux pays en voie de 
développement, dû aux coûts exorbitants des produits antirétroviraux. Plusieurs autres 
classes de médicaments ont vu le jour au cours de cette décennie, dont les inhibiteurs de 
fusion utilisés chez les patients ayant acquis des multi-résistances.  
Le cas du patient de Berlin a suscité l’enthousiasme parmi les chercheurs dans la 
recherche de solutions curatives contre une infection au VIH-1. Il s’agit d’un patient 
séropositif atteint de leucémie qui a subi une greffe de  moelle osseuse provenant d’un 
donneur ayant une double délétion dans la région codante du gène CCR5, qui le rendait 
résistant au VIH-1. (Fox et al., 2010). Le patient est devenu séronégatif 5 ans après 
l’opération malgré l’arrêt du traitement (Hütter et al., 2009). Cependant, la stratégie 
utilisée dans le patient de Berlin était non seulement agressive mais pas pratique et cet 
exemple n’a jamais été dupliqué sur des cas similaires (Barouch et Deeks, 2014). La 
persistance du virus dans les réservoirs, la résistance développée aux composés 
antirétroviraux au cours de la durée des traitements, ainsi que l’accessibilité des 
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médicaments aux patients sont tous les défis à surmonter vers une élimination complète 
du VIH-1 chez les personnes infectées. Des stratégies alternatives et innovatrices, tels que 
des combinaisons inhabituelles de médicaments, des thérapies géniques et des anticorps 
thérapeutiques sont toutes des voies prometteuses vers des traitements curatifs de 
l’infection au VIH-1. 
1.1.3 Caractéristiques biologiques du VIH-1 
Le VIH-1 est un lentivirus (un sous-groupe de rétrovirus) qui se caractérise par une 
longue période d’incubation suivie par une évolution lente de la maladie. Le VIH-1 
infecte les cellules vitales du système immunitaire telles que les lymphocytes T 
auxiliaires (en particulier les cellules T CD4+), les macrophages, les cellules dendritiques 
et les cellules microgliales cérébrales (Fox et al., 2010; Gupta et al., 2002; Miller, 2007; 
Rohr et al., 2003). L’infection au VIH-1 conduit notamment à une diminution des 
cellules T CD4+ à travers un certain nombre de mécanismes, y compris la lyse cellulaire 
par la réplication du virus, l’apoptose des cellules avoisinantes non infectées, et 
l’élimination des cellules T CD4+ par des lymphocytes CD8+ cytotoxiques qui 
reconnaissent les cellules infectées (Barouch et Deeks,  2014).  
Le VIH-1 est différent des autres rétrovirus au niveau de la structure (Figure 2). Il s’agit 
d’un virus sphérique avec un diamètre d’environ 120 nm, soit 60 fois inférieure à celui 
d’un globule rouge. Il est composé de deux copies d’ARN viral simple brin positif codant 
pour neuf gènes du virus entourées par une capside conique composée de 2000 copies de 
la protéine p24 virale. L’ARN simple brin est étroitement lié aux protéines de la 
nucléocapside, p7, et les enzymes nécessaires à la production du virion tels que la 
transcriptase inverse, la protéase, et l’intégrase. Une matrice composée de la protéine 
virale p17 entoure la capside et assure l’intégrité du virion. La capside est elle-même 
protégée par l’enveloppe virale qui est composée d’une bicouche lipidique provenant de 
la membrane de la cellule infectée. Des protéines de surface appelées env sont ancrées 
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dans l’enveloppe, qui se compose d’un capuchon en trois molécules appelées gp120, et 
une tige formée de trois molécules de gp41 qui traverse l’enveloppe virale. Ce complexe 
glycoprotéïque permet au virus de se fixer sur et fusionner avec la cellule cible pour 
initier le cycle infectieux (Wilen et al., 2011).  
 
Figure 2 Structure du VIH-1 
 (Wikipedia, VIH) 
Le génome du VIH-1 et composé de neuf gènes. Communs à tous les rétrovirus, les gènes 
gag, pol et env du VIH-1 codent pour des protéines structurales telles que mentionnées 
précédemment. Les six autres gènes codent des protéines régulatrices, c’est-à-dire tat, rev, 
nef, vif, vpr et vpu, qui jouent des rôles essentiels dans la réplication du virus (Figure 3). 
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Figure 3 Organisation du génome du VIH-1 
(adapté du Wihelm et al., 2012) 
Une séquence promotrice, appelée Long Terminal Repeat (LTR), se trouve à chaque 
extrémité du génome et contrôle l’initiation de la réplication virale. La régulation de 
l’expression des gènes du VIH-1 est étroitement régulée par une panoplie de facteurs de 
transcription de la cellule hôte, notamment via leur interactions avec les séquences de 
liaison situées dans la région LTR du génome viral (Dumais et al., 1998; Hiscott et al., 
2001; Lester et al., 2012; Nabel et al., 1987; Pereira et al., 2000). Le LTR du VIH-1 est 
divisée en trois régions : U3, R et U5. Celles-ci contiennent quatre régions fonctionnelles 
responsables de la modulation de la transcription des gènes viraux : élément de réponse 
de transactivation (TAR), le promoteur, l’activateur (enhancer) et une région modulatrice 
(Lester et al., 2012). La transcription virale est régulée par le LTR par le biais de 
plusieurs sites de liaison pour différents facteurs de transcription cellulaires tels que NF-
κB, AP-1 et Sp1 (Kilareski et al., 2009; Li et al., 1994; Pereira et al., 2000; Perkins et al., 
1993), qui permettent au démarrage de la transcription par l’ARN polymérase II.  
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1.1.4 Cycle réplicatif du VIH-1 
Lors de l’entrée dans la cellule cible, l’ARN viral est rétrotranscrit en ADN double brin 
par une enzyme virale, la transcriptase inverse, qui est transportée dans la cellule en 
même temps que le génome viral. L’ADN viral synthétisé est ensuite importé dans le 
noyau cellulaire, où il est intégré de façon aléatoire par l’intégrase virale à l’aide des co-
facteurs de la cellule hôte (Craigie and Bushman, 2011). Une fois intégré, le virus peut 
entrer en latence, ce qui lui permet d’éviter la détection par le système immunitaire 
(Rasaiyaah et al., 2013). Dans des conditions favorables, les gènes du virus peuvent être 
transcrits, produisant de nouveaux génomes à ARN et des protéines virales qui seront 
emballées et libérées de la cellule infectée et le virus commence de nouveau son cycle de 
réplication (Figure 4). 
En général, le génome du VIH-1 se compose d’un ARN simple brin de 9181 nucléotides 
avec des cadres de lecture ouverts codant pour plusieurs protéines virales. Deux types 
d’ARNm sont transcrits à partir de l’ADN proviral double brin, qui aboutissent à la 
synthèse des polyprotéines gag, gag-pol et env. Par clivage protéolytique, gag donne lieu 
aux protéines de plus petite taille qui ont des fonctions structurales pour le virus. La 
protéine précurseur gag-pol est clivée pour produire les enzymes virales y compris la 
transcriptase inverse, la protéase, et l’intégrase. La protéase est responsable du clivage 
des polyprotéines gag-pol, tandis que l’intégrase est impliquée dans l’intégration du 
génome proviral. Les protéines d’enveloppe gp120 et gp41 sont fabriquées à partir du 
gp160, clivé par une protéase de la cellule hôte furine, les rendant ainsi fonctionnelles. 
Des protéines régulatrices ou accessoires du VIH-1 sont aussi fabriquées à partir de 
l’ARNm viral, qui affecte la réplication du VIH-1 à plusieurs niveaux.  
Tat est la protéine régulatrice la plus connue du VIH-1 qui joue des rôles stratégiques 
dans l’expression du VIH par le LTR. Il interagit notamment avec la région TAR (trans-
activation responsive element), séquence d’ARN présente à l’extrémité 5’ en forme 
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d’épingle à cheveux formée au début de la transcription (Karn and Stoltzfus, 2011). Cette 
interaction fait appel aux cofacteurs cellulaires qui vont former un complexe de 
transcription, augmentant à la fois l’initiation de la transcription et l’efficacité 
d’élongation des ARN transcrits. En absence de tat, la plupart des ARN polymérases 
recrutées restent dans la région du promoteur et des transcrits viraux formés sont de 
petites tailles de 60 à 80 nucléotides (Mbonye et Karn, 2011). Le caractère unique 
(aucune protéine cellulaire homologue n’est connue à ce jour) et la nécessité de sa 
présence pour la réplication du virusfont de la protéine tat une cible antirétrovirale 
intéressante dans le traitement de l’infection au VIH-1 (Ott et al., 2011). 
 
Figure 4 Cycle de réplication du VIH-1 
(Adapté de Stevenson, 2003) 
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1.1.5 Variabilité génétique du VIH-1 
Le VIH-1 peut infecter les cellules T CD4+ et compléter son cycle de réplication en 
moins de 24h (Mohammadi et al., 2013). Chez un individu infecté sans traitement, en 
moyenne 104 à 105 de particules virales sont présentes par ml de plasma. Au sein de 
l’organisme entier, jusqu’à 1010 virions sont produits à chaque jour (Ho et al., 1995). En 
raison de sa transcriptase inverse défectueuse, le taux de mutations du VIH est très 
important : cette enzyme ne possède pas de mécanisme de détection des erreurs de 
transcription. Des erreurs peuvent se produire à une tous les 1 700 à 10 000 nucléotides 
synthétisés. Comme le génome du VIH-1 est composé d’un peu moins de 10 000 
nucléotides, une à dix mutations peuvent être générées par virus pour chaque cycle de 
réplication (Arts and Hazuda, 2012). Cependant, la plupart de ces mutations les rendent 
incapables de se multiplier ou vulnérables au système immunitaire, et les mutants 
finissent souvent par disparaitre. Les virions survivants ont pour particularité d’être plus 
résistants aux attaques des défenses immunitaires et forment une quasi-espèce virale dans 
l’organisme. Les multithérapies (ou les traitements combinés) ont pour but de contrer le 
développement de résistance du VIH-1 engendrée par l’utilisation d’un seul traitement, 
limitant ainsi l’apparition des virions mutants résistants aux médicaments.  
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1.2 Éléments de contrôle de la transcription dans le LTR du VIH-1 
L’activation transcriptionnelle des gènes du VIH-1 en réponse à la stimulation cellulaire 
représente une étape importante dans le processus de l’infection virale. Ceci est 
étroitement régulé par la liaison des protéines de l’hôte ainsi que celles de virus au LTR, 
qui sert de promoteur viral. Un élément majeur de la régulation de la transcription virale 
est le facteur de transcription NF-κB, Le VIH-1 peut agir sur la voie de signalisation de 
NF-κB afin de l’activer et donc promouvoir son propre cycle de réplication.  
1.2.1 Facteur de transcription NF-κB 
NF-κB, ou le facteur nucléaire kappa B (Nuclear Factor kappa B), a été décrit par 
Baltimore et ses collègues en 1986 comme un facteur nucléaire des lymphocytes B qui 
liait un site dans la chaîne légère de l’immunoglobuline κ (Sen et al., 1986). Plus tard, les 
chercheurs ont constaté que ce facteur de transcription peut aussi être activé dans d’autres 
cellules et des sites de liaison de NF-κB fonctionnels ont été trouvés dans les promoteurs 
de nombreux gènes, y compris IL-2, IL-6, GM-CSF, ICAM-1 et CMH de classe I 
(Baldwin Jr, 1996). Les types de signaux les plus couramment associés à l’activation de 
NF-κB sont ceux qui sont reliés à l’inflammation et à l’infection. Ce facteur de 
transcription a attiré l’attention croissante des chercheurs dans de nombreux domaines sur 
la base suivante : sa régulation rapide et inhabituelle, le large éventail de gènes qu’il 
contrôle, son rôle central dans les processus immunologiques, la complexité de ses sous-
unités, et son implication apparente dans plusieurs maladies (Baldwin. Jr. 1996). Le NF-
κB peut être activé par l’exposition des cellules au LPS ou aux cytokines inflammatoires 
comme le facteur de nécrose tumoral (TNF-α) ou l’interleukine-1 (IL-1), via l’infection 
viral ou l’expression de certains gènes viraux, l’irradiation UV, l’activation des cellules B 
ou T, ou par d’autres stimuli physiologiques et non physiologiques (Bachelerie et al., 
1991; Osborn et al., 1989; Pahl, 1999; Sen and Baltimore, 1986; Stein et al., 1989). 
L’activation de NF-κB est indépendante de la synthèse des protéines. Ainsi, certains 
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gènes régulés par NF-κB peuvent être activés dans les minutes suivant l’exposition à un 
inducteur pertinent (Hiscott et al., 2001). Le NF-κB module la transcription d’une grande 
variété de gènes cibles importants codant pour des cytokines, des chimiokines, des 
molécules d’adhésion, et même ses propres inhibiteurs (Caamaño et Hunter, 2002; 
Hayden et al., 2004; Hiscott et al., 2001). Par ailleurs, le NF-κB est également impliqué 
dans l’activation transcriptionnelle de plusieurs virus, notamment le virus de 
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) (Griffin et al., 1989; Nabel and 
Baltimore, 1987). 
1.2.2 Famille Rel/NF-κB 
Les protéines NF-κB sont présentes sous formes forme d’homo- ou hétérodimères 
comprenant des membres de la famille des protéines Rel/NF-κB, qui sont caractérisés par 
un domaine N-terminal conservé d’environ 300 acides aminés, le Rel Homology Domain 
(RHD). Le RHD est responsable de la dimérisation, de la liaison à l’ADN, et de 
l’interaction avec des protéines de la famille IκB (Ghosh et al., 1998). Cinq membres de 
la famille Rel/NF-κB ont été identifiés et caractérisés, soit RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 
(NF-κB1), et p52 (NF-κB2) (Beinke et al., 2004; Hayden et al., 2004; Hiscott et al., 
2001). Le p105 et p100 sont des précurseurs protéiques qui sont clivés par protéolyse 
pour former p50 et p52, respectivement. Ces protéines sont dépourvues de domaines 
d’activation de transcription et, si associées comme homodimères, sont considérées 
comme répresseurs d’expression. Au contraire, RelA, RelB et c-Rel forment une autre 
classe de NF-κB. Les dimères formés contenant au moins une sous-unité de ces derniers 
fonctionnent comme activateurs puissants de l’expression génique (Beinke et al., 2004; 
Hiscott et al., 2001). L’équilibre entre les différentes formes de NF-κB homo- ou 
hétérodimères détermine quels dimères se lient à un site de NF-κB spécifique et régule 
ainsi le niveau de l’activité transcriptionelle (Tong et al., 2004). En général, les 
hétérodimères RelA/p50 sont exprimés de manière ubiquitaire et constituent 
majoritairement les activités de régulation transcriptionnelle de NF-κB. En revanche, 
RelB, c-Rel et p52 sont exprimés spécifiquement dans les cellules et les tissus 
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lymphoïdes et jouent des rôles spécifiques dans la réponse immunitaire (Caamaño et 
Hunter, 2002). 
Les sous-unités RelA, RelB et c-Rel contiennent également un domaine de 
transactivation, qui est responsable des activités de régulation transcriptionnelle de NF-
κB. Différents dimères de NF-κB possèdent des propriétés d’activation distinctes. Le NF-
κB classique (le dimère de p50 et RelA) se lie à une séquence consensus 5’-
GGGRNNYYCC-3’, tandis que le dimère RelA/c-Rel se lie préférentiellement à la 
séquence 5’-HGGARNYYCC-3’ (H = A, C ou T; R = purine, Y = pyrimidine) (Parry et 
Mackman, 1994). La forme p50/RelA est exprimée de façon ubiquitaire et se transloque 
vers le noyau rapidement en réponse aux signaux d’activation, tandis que d’autres 
complexes tels que p50/c-Rel s’accumulent dans le noyau plus lentement, présentant un 
retard de quelques heures. Lorsque ces protéines Rel sont co-exprimées, c-Rel inhibe 
fortement la transcription du promoteur LTR du VIH-1 ou de l’IL-2Rα induite par p65 
(Doerre et al., 1993). D’ailleurs, les interactions entre NF-κB et d’autres facteurs de 
transcription influencent la capacité d’activation de celui-ci d’une manière sélective. 
L’interaction entre la sous-unité RelA de NF-κB et la protéine à doigt de zinc Sp1 est 
requise pour initier la transcription du VIH-1 par LTR (Baeuerle et al., 1994; Perkins et 
al., 1993). Des sites de liaison sélective pour les hétérodimères RelA/c-Rel se trouvent 
dans les promoteurs de plusieurs gènes, ce qui permet aux complexes NF-κB de réguler 
l’expression génique de façon différentielle (Baldwin Jr, 1996).  
1.2.3 Cascade de signalisation NF-κB 
Le NF-κB est retenu dans le cytoplasme sous forme inactive grâce à son association à un 
membre de la famille des protéines IκB (Inhibitor of NF-κB), notamment IκB-α. Les 
protéines IκB comprennent de multiple domaines partiellement conservés appelés 
répétitions ankyrines, chacune composée d’une séquence de 33 acides aminés (Siebenlist 
et al., 1994). IκB-α s’associe principalement avec des dimères contenant la sous-unité 
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RelA ou c-Rel et permet la séquestration du NF-κB dans le cytoplasme par masquage des 
séquences de localisation nucléaire (NLS) de ce dernier (Hayden et al., 2004). IκB 
interagit avec les sous-unités de NF-κB par l’intermédiaire des résidus dans le RHD, et 
des contacts au niveau de la NLS semblent jouer des rôles essentiels dans l’inhibition de 
ce facteur de transcription (Siebenlist et al., 1994).  
 
Figure 5 Cascade de signalisation de NF-κB 
(Wikipédia, NF-κB) 
Le NF-κB est activé par une grande variété de stimuli inflammatoires, telles que le TNF-
α, l’Il-1, ou le lipopolysaccharide (Osborn et al., 1989; Sen et Baltimore, 1986). La 
plupart de ces agents induisent la phosphorylation des sérines 32 et 36 d’IκB-α, ce qui 
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conduit à la polyubiquitination de celle-ci sur la lysine 21 et 22 et sa dégradation 
subséquente par le protéasome 26S (Beinke et al., 2004, Chen et al., 1995, Hiscott et al., 
2001). Cette dégradation expose la séquence de localisation nucléaire et permet aux 
dimères de NF-κB de se transloquer vers le noyau, où ils régulent la transcription de 
gènes codant pour des protéines impliquées dans les réponses immunitaires ou 
l’inflammation, des protéines impliquées dans la croissance et la mort cellulaire, de 
même que des génomes viraux (Figure 5).  
La translocation nucléaire de NF-κB entraîne également une production subséquente 
d’ARNm d’IκB-α, ce qui induit la synthèse de cette dernière (Siebenlist et al., 1994). La 
présence des sites de liaison à NF-κB sur le promoteur d’IκB-α permet la transcription de 
celle-ci suivant l’activation de la voie, commençant environ 20 min après le signal de 
départ (Siebenlist et al., 1994). L’IκB-α nouvellement synthétisée va de nouveau entrer 
dans le noyau et dissocie le complexe NF-κB-ADN préformé, par l’intermédiaire de son 
association avec la séquence NLS sur NF-κB (Arenzana-Seisdedos et al., 1995; 
Siebenlist et al., 1994; Sun et al., 1993). Cette rétro-inhibition met en évidence un 
mécanisme d’autorégulation ce qui permet de réguler la transcription médiée par NF-κB, 
entrainant une réponse rapide mais transitoire au niveau transcriptionnel (Brown et al., 
1993; Sun et al., 1993). Par conséquent, l’activation cellulaire par un agent inducteur tel 
que TNF-α ou IL-1 mène à la translocation de NF-κB et l’activation des gènes associés, 
mais aussi la synthèse ainsi que l’accumulation nucléaire de la protéine inhibitrice IκB-α 
(Sun et al., 1993, Arenzana-Seisdedos et al., 1995). Cette dernière réprime l’activité de 
NF-κB à l’ADN, contribuant ainsi à la terminaison de la transcription NF-κB-dépendante 
(Arenzana-Seisdedos et al., 1995; Campbell et Perkins, 2006; Siebenlist et al., 1994; Sun 
et al., 1993). 
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1.2.4 Fonction de NF-κB 
NF-κB est un facteur de transcription majeur du système immunitaire, qui régule les 
gènes responsables de la réponse immunitaire innée et adaptative (Caamaño et Hunter, 
2002). L’activation du récepteur des lymphocytes B ou T induit l’activation de la PKC, 
ce qui permet au NF-κB d’entrer dans le noyau et de réguler des gènes impliqués dans le 
développement, la maturation et la prolifération des cellules T (Baeuerle et Henkel, 1994). 
En outre, le NF-κB est également impliqué dans diverses fonctions du système nerveux 
central. Ce facteur de transcription régule la capacité d’apprentissage et la mémoire en 
partie par la modulation de la plasticité et la fonction synaptique, ainsi que par le contrôle 
de la croissance de dendrites et des épines dendritiques (Meffert et al., 2003).  
NF-κB est largement utilisé par les cellules eucaryotes en tant que régulateur de gènes qui 
contrôle la prolifération et la survie cellulaire. De ce fait, il est constitutivement actif dans 
de nombreux types de tumeurs humaines. Dans les cellules tumorales, le NF-κB est 
active dû aux mutations présentes dans des gènes codant pour ce facteur de transcription 
ou dans les gènes qui contrôlent son activité (tels que des gènes d’IκB-α). Ainsi, le NF-
κB est le sujet de beaucoup de recherches en tant que cible thérapeutique pour plusieurs 
types de cancers (Escárcega et al., 2007). Étant donné que le NF-κB contrôle de 
nombreux gènes impliqués dans l’inflammation, il n’est pas surprenant que ce facteur est 
actif de façon constitutive dans de nombreuses maladies inflammatoires, telles que la 
malade intestinale inflammatoire, l’arthrite, l’asthme et l’athérosclérose (Aggarwal, 2004; 
Baldwin Jr, 1996; Caamaño et Hunter, 2002; Monaco et al., 2004).  
Des études knock-out (KO) de la voie de NF-κB confirment l’importance des protéines 
NF-κB/Rel dans les fonctions immunitaires. Des souris KO pour le gène RelA (p65) 
présentent une apoptose très répandue au niveau du foie et une létalité embryonnaire 
précoce, ce qui est similaire à celle observée avec le phénotype KO c-Jun (Caamaño et 
Hunter, 2002;  Hayden et al., 2004). L’induction de l’hétérodimère p50/RelA par TNF-α 
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est absente chez la souris RelA KO, ainsi que l’inductibilité de certains gènes régulés par 
NF-κB tels que l’IκB-α. Des souris KO pour le gène IκB-α meurent prématurément et 
possèdent de petites rates et thymus, ce qui est probablement dû à l’activation constitutive 
de NF-κB dans les splénocytes et les thymocytes. En outre, la perte de l’IκB-α conduit à 
la localisation nucléaire de NF-κB dans la plupart des types cellulaires, principalement 
dans la rate et le thymus, ce qui suggère que l’IκB-α est la forme dominante d’IκB dans 
ces organes (Caamaño et Hunter, 2002). 
De nombreuses études de transfection dans plusieurs lignées de cellules indiquent que les 
homodimères de p50 sont incapables de transactiver des constructions de gènes 
rapporteurs dépendent de NF-κB, ce qui est cohérent avec l’absence du domaine de 
transactivation de p50. (Aggarwal, 2004; Baeuerle et al., 1994; Baldwin Jr, 1996; 
Siebenlist et al., 1994). En effet, les homodimères de p50 se comportent généralement 
comme des inhibiteurs de la transcription in vivo, contrecarrant la transactivation du 
RelA/p50 par la concurrence directe des sites de liaison NF-κB (Franzoso et al., 1992, 
1993; Schmitz et Baeuerle, 1991). Cette inhibition est observée particulièrement chez les 
gènes possédant une préférence pour les homodimères de p50 (Franzoso et al., 1993). 
Dans les cellules non stimulées, les homodimères de p50 sont ubiquitaires et se localisent 
en grande partie aux noyaux où ils aident à protéger certains gènes contre de l’induction 
accidentelle par de faibles niveaux de dimères NF-κB activateurs (Franzoso et al., 1993). 
Le Bcl-3, une protéine qui ressemble à l’IκB-α, cible de préférence les homodimères p50 
et p52. Il interfère non seulement avec la liaison de l’ADN avec les dimères p50, mais 
aide également à dissocier les dimères déjà liés de leurs sites de liaison apparentées 
(Franzoso et al., 1993; Hayden et Ghosh, 2004). Le Bcl-3 promeut ainsi la transcription 
en retirant les homodimères inhibiteurs étroitement liés à l’ADN, et permet l’engagement 
des dimères activateurs tels que RelA/p50 au niveau des sites de NF-κB (Bours et al., 
1993; Franzoso et al., 1992; Fujita et al., 1993). 
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1.2.5 Facteur de transcription NF-κB et VIH-1 
L’activation de NF-κB est généralement associée avec le développement d’une réponse 
immunitaire contre l’infection, cependant, il y a des cas où les agents pathogènes utilisent 
ces évènements à leur avantage. Le NF-κB est utilisé par plusieurs types de virus, 
notamment le VIH-1, le HTLV-1, le virus de l’hépatite B (VHB), le virus de l’hépatite C 
(VHC), EBV, et le virus de l’influenza (Dumais et al., 1998; Hiscott et al., 2001; Sen et 
al., 1986). Cette activation peut avoir plusieurs fonctions : promouvoir la réplication 
virale, empêcher l’apoptose induite par le virus, et médier la réponse immunitaire de 
l’agent pathogène. Avec le VIH-1, la fusion de la membrane cellulaire et virale active 
NF-κB, et ce processus requiert le récepteur CD4 (Hiscott et al., 2001). Le promoteur 
LTR du VIH-1 contient deux sites de liaison adjacents de NF-κB (-109 à -79) qui joue un 
rôle central dans la régulation de l’expression des gènes viraux. Des stimuli tels que l’Il-1, 
le TNF-α, et le LPS promeuvent la transcription de la LTR du VIH-1 via l’induction de la 
liaison du NF-κB à l’ADN. L’activité de NF-κB est améliorée d’avantage par son 
synergie avec le Sp-1, qui se lie à trois sites adjacents de ceux du NF-κB (Baeuerle et al., 
1994; Perkins et al., 1993). En réponse aux stimulations cellulaires, les facteurs de 
transcription Sp1 et NF-κB se lient au LTR de façon coopérative agissent en synergie 
pour activer la transcription virale (Li et al., 1994). Cette activation est médiée par 
l’interaction entre le domaine de liaison à l’ADN de la protéine p65 (sous-unité du NF-
κB) avec celui de Sp1. Les domaines de liaison à doigts de zinc qui se situent à ce dernier 
lui permettent d’interagir avec  la protéine de liaison à TATA (TATA binding protein, ou 
TBP) ainsi que les facteurs associés à la protéine de liaison à TATA (TATA binding 
protein-associated factors, ou TAFs), impliquée dans l’initiation de la transcription 
(Kilareski et al., 2009). Le complexe formé précédemment est impliqué également dans 
le recrutement de la protéine p-TEFb et ainsi la phosphorylation de l’ARN polymérase II, 
qui joue un rôle important dans le remodelage de la chromatine pour faciliter ou inhiber 
la transcription (Lester et al., 2012). D’un autre côté, la suppression ou la mutation des 
sites de NF-κB abolit effectivement l’activité du LTR ce qui induit une réduction 
considérable de la production de virus infectieux. Dans le cas du VIH-1, la perte des sites 
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de NF-κB et de Sp1 inactive le LTR, ce qui explique en partie la haute conservation des 
séquences d’ADN cibles de ces facteurs de transcription. 
Le NF-κB est activée de manière constitutive dans les monocytes et les macrophages 
infectés chroniquement par le VIH-1, qui sont d’ailleurs considérés comme des réservoirs 
car ils permettent une réplication prolongée du virus (Baeuerle et al., 1994; Barouch et 
Deeks, 2014; Hiscott et al., 2001). Des niveaux élevés de NF-κB intracellulaires 
pourraient constituer un environnement favorable pour la réplication du VIH-1 (Kilareski 
et al., 2009) . 
Des protéines régulatrices ou accessoires du VIH-1 peuvent également stimuler l’activité 
du NF-κB. La protéine tat du VIH-1 induit une grande variété de réponses cellulaires, y 
compris l’induction de NF-κB. Manna et Aggarwal ont trouvé que le traitement avec la 
protéine tat du VIH active la voie NF-κB et induit l’expression des gènes rapporteurs NF-
κB dépendente dans les cellules Jurkat, une lignée de cellules T (Manna et Aggarwal, 
2000; Hiscott et al., 2001). Le tat induit également la cytotoxicité, active les caspases, et 
favorise l’accumulation des dérivés réactifs de l’oxygène dans les cellules Jurkat (Hiscott 
et al., 2001). La protéine accessoire vpr active l’expression d’Il-8 chez les cellules T et 
les macrophages par un mécanisme dépendant de NF-κB. Une expression élevée de vpr 
augmente également la transcription des promoteurs viraux tels que le VIH, le 
cytomégalovirus (CMV), le SV40, ainsi que plusieurs gènes de cytokines pro-
inflammatoires (Hiscott et al., 2001). Une autre protéine important du VIH, nef peut 
activer le NF-κB lorsqu’elle est associée à la membrane cellulaire, ou inhiber l’activation 
si elle est exprimée dans le cytoplasme (Baur et al., 1994).  
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1.3 Traitements actuels contre le VIH-1 
Vingt-six substances pharmaceutiques actives, classées dans cinq catégories principales 
selon leur mode de fonction, ont été approuvées pour les traitements antirétroviraux du 
VIH-1 (ART en anglais pour antiretroviral therapy). La combinaison de plusieurs 
composés antirétroviraux réduit considérablement la charge virale en dessous des limites 
de détection des essais cliniques les plus sensibles (inférieur à 50 copies d’ARN/ml), ce 
qui aboutit souvent à une reconstitution importante du système immunitaire, telle que 
mesurée par une augmentation des lymphocytes T CD4 circulants. 
Actuellement, cinq inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI), 
sept inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), neuf inhibiteurs de la 
protéase, trois inhibiteurs de l’intégrase et deux inhibiteurs d’entrée (l’un cible le 
corécepteur  CCR5, et l’autre cible le gp41) ont été approuvés (Arts and Hazuda, 2012; 
Wong, 2014). 
1.3.1 Inhibiteurs de la transcriptase inverse 
La transcriptase inverse (TI) a été la première enzyme du VIH-1 ciblée pour un potentiel 
médicament antirétroviral. La TI est une enzyme spécifique aux rétrovirus, nécessaire 
pour convertir l’ARN du VIH-1 simple brin en ADN double brin. Deux classes de 
médicaments antirétroviraux existent à l’heure actuelle pour contrer la fonction de cette 
enzyme : les INTIs, qui sont en réalité des analogues nucléosidiques de substrats natifs, et 
les INNTIs, qui l’inhibent en se liant à une poche allostérique non catalytique sur 
l’enzyme. Ces deux classes de médicaments comptent pour près de la moitié des 
médicaments antirétroviraux existants, d’où l’importance de cette enzyme unique au 
virus. Bien que les INTIs et les INNTIs diffèrent en ce qui concerne le site d’interaction 
avec l’enzyme et le mécanisme au niveau moléculaire, les deux classes affectent la 
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polymérisation de l’ADN et bloquent la génération d’ADN viral complet (Kohlstaedt et 
al., 1992). 
L’azidothymidine (ou AZT) est le premier médicament utilisé contre le VIH, qui fait 
partie de la classe des INTIs (Young, 1988). Il s’agit d’un analogue de la thymidine dont 
le groupement alcool en 3’ du désoxyribose est remplacé par un groupement azide. 
L’absence du groupement hydroxyle en 3’ lui permet de bloquer la poursuite de la 
synthèse d’ADN viral effectuée par la transcriptase inverse. À des doses très élevées, 
l’AZT peut aussi inhiber l’ADN polymérase utilisée par les cellules humaines en phase 
de division. Cependant, l’AZT a une affinité environ 100 fois supérieure pour la 
transcriptase inverse du VIH-1, probablement dû au système de réparation  de la 
machinerie cellulaire qui est capable de réparer le dommage fait par l’AZT durant la 
formation de l’ADN, tandis que l’enzyme du VIH-1 ne possède pas cette capacité. 
Comme avec tous les traitements antirétroviraux, les inhibiteurs de la transcriptase 
inverse ne bloquent pas complètement la réplication du VIH-1. Des mutations peuvent 
s’accumuler au niveau de la transcriptase inverse, qui se traduit souvent par l’émergence 
de souches résistantes de VIH-1 pour une durée prolongée et mène à l’échec du 
traitement. Pour ralentir le développement de la résistance, il est généralement 
recommandé de combiner deux inhibiteurs de la transcriptase inverse avec un 
antirétroviral d’un autre groupe, tel qu’un inhibiteur de la protéase ou un inhibiteur non 
nucléosidique de la transcriptase inverse. 
1.3.2 Inhibiteurs de l’intégrase 
L’intégrase est également une enzyme ciblée pour le développement de médicaments. 
L’intégrase catalyse le transfert de brin de l’ADN viral. Tous les inhibiteurs de l’intégrase 
en développement ciblent la réaction de transfert de brin et sont donc appelés également 
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les inhibiteurs de transfert de brins (InSTIs) (Espeseth et al., 2000). L’inhibiteur se lie 
uniquement au complexe formé entre l’intégrase et l’ADN viral, et interagit 
spécifiquement avec les deux cofacteurs métal-ion (Mg2+) essentiels dans le site actif de 
l’intégrase ainsi de l’ADN (Grobler et al., 2002). Ils sont ainsi la seule classe d’ARV qui 
interagit avec deux éléments essentiels du virus, soit l’intégrase et l’ADN viral (Arts and 
Hazuda, 2012). 
1.3.3 Inhibiteurs de la protéase 
Dans le contexte du cycle de vie du VIH-1, la dernière classe d’ARV approuvés est les 
inhibiteurs de la protéase. L’IP bloque le clivage des polyprotéines virales telles que le 
gag-pol durant la maturation des virions, une étape nécessaire à la production de 
particules virales infectieuses (Miller, 2001; Sundquist and Kräusslich, 2011). Les IPs 
sont parmi les agents les plus puissants à ce jour, cependant, ces composés peptidiques 
nécessitent généralement l’administration concomitante d’un agent stimulant (ou booster) 
pour inhiber leur métabolisme par les facteurs cellulaires. A ce jour, le ritonavir est le 
seul agent stimulant disponible sur le marché. Développé initialement comme un 
inhibiteur de la protéase, le ritonavir  empêche le métabolisme du médicament via son 
interaction avec les cytochromes P450 3A4 (Kempf et al., 1997; Wong, 2014). 
La plupart des classes d’antirétroantiviraux sont associés à une hépatotoxicité, et les 
inhibiteurs de protéase peuvent élever les niveaux de cholestérol (Wong, 2014). Une 
mauvaise adhésion au traitement conduit souvent à une résistance aux médicaments 
antirétroviraux, ce qui mène à une augmentation de la charge virale et une progression de 
la maladie. Une quantité insuffisante de médicaments dans le sang favorise la sélection 
des mutants résistants et permet ainsi au virus de s’adapter au traitement (Arts and 
Hazuda, 2012). 
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1.4 Withania somnifera et withaferin A 
Les composés naturels, tels que les plantes médicinales ont été utilisés pour guérir 
diverses maladies dans les pays orientaux depuis des siècles (Dias et al., 2012). La 
grande variété d’activités biologiques qu’ils démontrent, telles que l’activité antioxidante 
et anti-inflammatoire, ont attiré de plus en plus l’attention de la communauté scientifique 
occidentale. Des produits naturels sont devenus de plus en plus populaire en tant que 
candidats potentiels pour le développement de nouveaux produits thérapeutiques. Un de 
ces composés est la withaferin A (WA), provenant de la plante médicinale Withania 
somnifera, qui démontre un éventail de propriétés biologiques intéressantes dont une 
propriété anti-inflammatoire par son interaction avec la voie de signalisation NF-κB. 
1.4.1 Utilisation traditionnelle de W. somnifera 
La recherche de médicaments anticancéreux et des agents anti-inflammatoires provenant 
de produits naturels représente un grand intérêt au plan national et international. Withania 
somnifera Dunal, aussi connu sous le nom du ginseng indien, ou la cerise d’hiver indien 
(Indian winter cherry), ou Ashwagandha, est l’une des plantes médicinales les plus 
utilisées dans la médecine indienne depuis plus de 3000 ans. WS appartient à la famille 
des solanacées et est utilisé dans de nombreux systèmes traditionnels de médecine. Il 
s’agit d’un petit arbuste, semi-ligneux aux feuilles ovales et fruits orange verdâtres. 
Originaire de l’Inde, cette plante pousse de façon sauvage à environ 1,5 m de hauteur 
dans les endroits arides de la Palestine ainsi que dans certains autres pays du Moyen-
Orient, en Afrique et en Inde (Berghe et al, 2012; Kaileh et al., 2007; Figure 6A). Par 
conséquent, de larges variations morphologiques ou chimiotypiques existent en terme 
d’espèces locales qui peuvent affecter la composition de leurs métabolites et activités 
biochimiques. 
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Les racines de W. somnifera Dunal sont utilisées pour préparer de l’ashwagandha 
médicinale qui possède des propriétés aphrodisiaques, sédatives, rajeunissantes et 
adaptogéniques (Bhattacharya et al., 2003). L’ashwagandha améliore la fonction du 
système nerveux central et améliore la mémoire et la capacité d’apprentissage. Étant un 
adaptogène puissant, il augmente la résistance de l’organisme au stress en renforçant le 
système immunitaire. Par ailleurs, il possède des propriétés antioxydantes qui aident à 
protéger contre des dommages cellulaires causés par des radicaux libres (Singh et al., 
2011). 
 
Figure 6 Withania somnifera et withaferin A 
(A) Withania somnifera (B) Structure basique de withanolides (C) Structure de la withaferin A 
(Adapté de Berghe et al., 2012) 
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La Withania somnifera est utilisée traditionnellement sous différentes formes (décoctions, 
infusions, pommades, poudres, sirop, etc) pour traiter des brûlures, des blessures et des 
troubles dermatologiques, et également pour traiter de diverses maladies, y compris les 
maladies gastro-intestinales, les rhumatismes, l’asthme, et la syphilis (Kaileh et al., 2007). 
Les fruits et les feuilles sont également utilisés en tant que traitement topique pour les 
tumeurs et les ulcères. La Withania somnifera est aussi un agent anti-stress puissant 
lorsqu’elle est utilisée sous sa forme brute. Elle induit une augmentation significative du 
taux de corticostérone plasmatique chez les rats prétraités avec le médicament et améliore 
leur endurance physique au cours du test de nage forcée (Archana et al., 1999; Singh et 
al., 2011). 
1.4.2 Composition de la W. somnifera et la withaferin A 
La Withania somnifera contient différents groupes constituants chimiques ayant des 
activités biologiques, tels que des alcaloïdes (isopelletierine, anaferine, cuseohygrine, 
anahygrine, etc), des lactones stéroïdiens (withanolides, withaferins) et des saponines 
(Singh et al., 2011; Figure 6B). Le Withania somnifera contient le plus grand nombre de 
withanolides, qui sont connues notamment pour leurs propriétés phamacologiques, y 
compris anti-inflammatoire, anti-tumorale, et immunomodulateur. Le premier composé 
isolé de ce groupe est la WA, un withanolide hautement oxygéné, qui est également l’un 
des principaux withanolides biologiquement actifs, exerçant une grande variété 
d’activités, telles qu’anti-inflammatoires, anti-tumorales, et anti-angiogéniques (Figure 
6C). Néanmoins, la manière dont la WA peut exercer toutes ces activités reste largement 
énigmatique. Plusieurs protéines, avec lesquelles WA peut interagir directement et ainsi 
moduler l’activité, ont déjà été identifiées, telles que des protéines structurales, des 
protéases, des facteurs de transcription ainsi que des kinases. 
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1.4.3 Cibles moléculaires de la WA 
1.4.3.1  Vimentine 
La protéine cible la plus étudiée de WA est la vimentine. La vimentine est un membre de 
la famille des filaments intermédiaires, qui, avec les microtubules et les microfilaments 
d’actine, constituent le cytosquelette. Ainsi, elle joue un rôle structural dans le maintien 
de la forme cellulaire, de l’intégrité du cytoplasme, et stabilise les interactions 
cytosquelettiques (Berghe et al., 2012). La WA se lie à la protéine de filament 
intermédiaire en modifiant de façon covalente le résidu cystéine 328, ce qui provoque la 
redistribution et l’agrégation de cette protéine dans les cellules endothéliales et les 
fibroblastes en culture (Bargagna-Mohan et al., 2007; Grin et al., 2012). La WA induit 
également la dépolymérisation de la vimentine dans les cellules de carcinome du sein et 
abaisse l’activité invasive des cellules de manière concomitante (Berghe et al., 2012). De 
ce fait, il a été proposé que la WA pourrait être utilisée comme agent anti-tumoral qui 
ciblerait des cellules métastatiques ayant une forte expression de la vimentine.  
1.4.3.2  Kinases 
Des essais in vitro ont démontré un effet direct de WA sur l’activité kinase de PKC (Oh 
et al., 2008). Cette sérine/thréonine kinase est associée à une variété de processus 
cellulaires, y compris la croissance et la différenciation cellulaire, la sécrétion 
d’hormones et de neurotransmetteurs, l’apoptose et l’activation des gènes. Jusqu’à 
présent, l’activité inhibitrice de la WA est obtenue seulement sur la PKC purifiée du 
cerveau de rat. D’autres études sont nécessaires pour investiguer les effets de WA sur 
PKC humaine. La WA a illustré des effets d’inhibition sur d’autres kinases ayant des 
rôles clés dans les cellules, les plus examinées étant les MAP kinases p38 et JNK, Akt et 
ERK (Kaileh et al., 2007; Mandal et al., 2008; Oh et al., 2008; Oh et al., 2009; Yu et al., 
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2013). L’activation d’ERK est induite par la WA dans plusieurs lignées cellulaires, tandis 
que pas ou peu d’effet n’est observée avec p38 ou JNK. Au contraire, des effets variables 
ont été constatés dans le cas de l’Akt. Néanmoins, il n’est pas clair si ces observations 
sont dues à une interaction directe de la WA ou résultante des effets secondaires. 
1.4.3.3  Hsp90 
Alternativement, les effets de la WA sur l’activité des kinases pourraient être médiés par 
le Hsp90. Les protéines de choc thermique (ou heat shock proteins en anglais) sont des 
protéines chaperons qui sont responsables notamment de la stabilité des protéines de 
signalisation auxquelles elles sont associées. Des essais d’immunoprécipitation avec la 
WA biotinylée a démontré une interaction directe de la WA avec l’extrémité C-terminale 
de la Hsp90. Par ailleurs, la WA induit l’agrégation de Hsp90, la dissociation du 
complexe Hsp90-CDC37, et la diminution des protéines cibles de Hsp90. Le complexe 
Hsp90-CDC37 joue des rôles essentiels pour plusieurs kinases, tels que le complexe IKK 
et l’Akt. Une étude récente a confirmé que la stabilité de ces protéines de signalisation est 
affectée par la WA (Wang et al., 2012), ce qui semble étrange car l’inhibition des 
protéines Hsp amène souvent à la mort cellulaire. Cette controverse pourrait être la 
conséquence de la concentration de la WA ainsi que la lignée cellulaire utilisée.  
1.4.3.4  NF-κB 
Le facteur de transcription NF-κB est impliqué dans la régulation de l’expression des 
protéines qui favorisent la survie des cellules, stimulent la croissance, induisent 
l’angiogenèse et réduisent la sensibilité à l’apoptose. Dans des conditions quiescentes, le 
NF-κB est séquestré dans le cytoplasme lié à son inhibiteur IκB-α, qui masque sa 
séquence de localisation nucléaire. Des stimuli inflammatoires, tels que des cytokines 
inflammatoires, des protéines bactériennes et virales activent rapidement NF-κB via 
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l’activation du complexe IKK (IκB kinase). Ce complexe est constitué de la protéine 
adaptatrice IKKγ ainsi que deux sous-unités catalytiques IKKα et IKKβ. Suite à son 
activation l’IKKβ induit la phosphorylation de la protéine IκB-α conduisant à sa 
dégradation par le protéasome. Le NF-κB libéré est alors capable de se transloquer vers le 
noyau et augmente la transcription d’une grande variété de gènes. L’analyse d’amarrage 
moléculaire in silico a révélé la possibilité de fortes interactions intermoléculaires entre la 
WA et l’IKKγ, ce qui empêche l’IKKβ d’entrer dans le complexe (Grover et al., 2010). 
Par ailleurs, des essais de kinase in vitro ont démontré que la WA interfère avec 
l’activation de NF-κB induite par le TNF-α au niveau ou en amont de l’IKKβ (Kaileh et 
al., 2007). Il est suggéré que la WA attaque le résidu cystéine 179 dans la boucle 
d’activation de la kinase, ce qui affecte ainsi son activité catalytique (Heyninck et al., 
2014). 
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1.5 Hypothèse et objectifs de recherche 
Vue la position centrale de NF-κB dans la régulation des réactions immunitaires et son 
rôle dans l’activation de la transcription du VIH-1, ainsi que l’effet inhibiteur de la WA 
sur l’activation de NF-κB sur plusieurs lignées cellulaires (Oh et al., 2009 ; Berghe et al., 
2012 ; Sorelle et al., 2013), le projet vise à déterminer si la WA peut moduler la 
transcription du VIH-1 chez les lymphocytes T, qui sont les cibles principales du VIH-1 
(Levy, 1993).  
Objectif 1 : Vérifier l’effet de la WA sur la régulation de la transcription du VIH-1 
dans les cellules T.  
Cet objectif nous permet dans un premier temps de déterminer si la WA module la 
transcription ainsi que l’expression des gènes du VIH-1 dans une lignée de lymphocyte T, 
les Jurkat E6.1, infectées par des virus pseudotypés de VIH-1 sous conditions 
inflammatoires (stimulées avec PMA et PHA).  
Objectif 2 : Démontrer le rôle du facteur de transcription NF-κB dans la 
modulation du niveau de transcription du VIH-1 dans les cellules T par la WA. 
Plusieurs facteurs de transcription ont un ou des site(s) de liaison sur le promoteur du 
VIH-1. Parmi eux, NF-κB est l’un de ceux possédant le plus d’importance sur la 
transcription du virus. Il a été démontré que la WA a un effet inhibiteur sur la cascade de 
ce facteur de transcription. Dans cet objectif, l’effet de la WA sur l’activation ou la 
répression de ce facteur de transcription est déterminé dans le contexte du promoteur du 
VIH-1, grâce aux transfections transitoires et aux infections impliquant des constructions 
mutées de sites de liaison pour NF-κB. 
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Objectif 3 : Déterminer l’effet de la WA sur la cascade de signalisation de NF-κB. 
Plusieurs molécules signalétiques sont ciblées par la WA de la voie de NF-κB. Cet 
objectif consiste ainsi à déterminer quel était son effet dans les lymphocytes T humains et 
à quelle étape de la cascade intervenait la WA, par des immunobuvardages de type 
Western ainsi que des essais de retardement sur gel en condition inflammatoire.  
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CHAPITRE 2 ARTICLE 
NF-κB-dependent inhibition of HIV-1 transcription by withaferin A 
2.1 Préambule 
Cet article sera soumis pour publication dans Biochemical Pharmacology. L’article a été 
écrit en étroite collaboration avec ma directrice de recherche Nancy Dumais, Ph.D. En ce 
qui concerne les travaux se trouvant dans cet article, j’ai réalisé la majorité des 
expériences illustrées ici, à l’exception de la production du virus mutant qui a été réalisée 
à l’aide de Emmanuelle Wilhelm, doctorante, sous la direction de Brendan Bell, Ph. D. 
Ces derniers m’ont aussi dirigé dans la production virale ainsi que l’essai d’infection au 
VIH-1 pseudotypé. 
2.2 Manuscrit de l’article 
Tao Shi, Emmanuelle Wilhelm, Brendan Bell and Nancy Dumais. (2016) NF-κB-
dependent inhibition of HIV-1 transcription by withaferin A.
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ABSTRACT 
Despite the remarkable progress made in suppressing HIV-1 infection since 1981, 
antiretroviral drugs are still often inaccessible in developing countries, and there is an 
urgent need for cheaper and alternative drugs. HIV-1 replication is triggered by the 
activation of the long terminal repeat (LTR) promoter, which contains two binding sites 
for the transcription factor nuclear factor κB (NF-κB). These binding sites are highly 
conserved in the genome of HIV-1, thus illustrating the importance of NF-κB 
transcriptional activity on gene expression in HIV-1 and the production of new viral 
particles. Withaferin A (WA), a steroidal lactone isolated from the Indian medicinal plant 
Withania somnifera, has been found to have significant pharmacological effects on the 
regulation of immune response. Recent studies have demonstrated that the anti-
inflammatory properties of WA are mainly due to its inhibition of the NF-κB pathway. In 
the present study, we demonstrate that WA represses LTR transcription and viral 
replication through NF-κB inhibition. Using the human lymphocyte T cell line Jurkat 
E6.1, we found that WA inhibited the transcription of wild-type pseudotyped viruses in 
single-round infection assays, whereas mutant viruses containing inactive κB sites 
showed a reduced response to WA. Moreover, we found that WA directly or indirectly 
inhibits NF-κB nuclear translocation, including RelA and p50 subunits, as shown by 
electrophoretic mobility shift assays. However, the degradation of inhibitory protein IκB-
α was not prevented by WA. Taken together, our results suggest that WA inhibits HIV-1 
transcription in human Jurkat E6.1 lymphocyte T cells through the NF-κB pathway. 
 
KEYWORDS: T cells, HIV-1, withaferin A, NF-κB  
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1. INTRODUCTION 
 Highly active anti-retroviral therapy has revolutionized the treatment of HIV-1 
infection. The high rate of viral replication in untreated patients induces the progressive 
decline of CD4+ T cells, the primary targets of HIV-1, rendering the host immune system 
impaired and vulnerable to opportunistic infections. The use of antiretroviral cocktails 
can suppress viral replication to the point that virus levels are undetectable, dramatically 
reducing the mortality and morbidity of infected individuals. However, 95% of people 
with HIV and AIDS live in developing countries, where access to antiretrovirals is 
limited. Thus, there is an urgent need for cheaper and alternative drugs [1].  
 HIV-1 replication is triggered by the interaction of host cellular transcription 
factors with cis-regulatory elements within the viral long terminal repeat (LTR). The 
HIV-1 LTR promoter contains functional regions required for transcriptional activation, 
including the core enhancer, which contains two binding sites for nuclear factor κB (NF-
κB) that are critical in the regulation of HIV transcription [2-5]. Both sites are activated 
during transcription; a point mutation at one of the binding sites abolishes gene activation 
and thereby prevents viral production [2-3, 5]. 
 The transcription factor NF-κB is a key regulator of cellular processes involved in 
the immune response, and in cellular differentiation, proliferation, and apoptosis [6-8]. 
NF-κB is activated by various carcinogens, inflammatory cytokines, and both viral and 
bacterial proteins [3, 6-7]. Constitutive activation of NF-κB contributes to multiple 
pathophysiological conditions, such as atherosclerosis, rheumatoid arthritis, oncogenesis, 
AIDS, and cancer [6, 9-11]. 
 NF-κB is a homo- or heterodimeric protein complex consisting of members of the 
Rel/NF-κB protein family: p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/NF-κB1, and p52/NF-κB2. NF-
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κB proteins are characterized by the Rel homology domain, an N-terminal region of 
approximately 300 amino acids that is responsible for DNA binding and interaction with 
the inhibitory protein IκB-α. RelA, RelB, and c-Rel contain transcriptional activation 
domains, which are necessary for gene activation, whereas the p50 and p52 subunits lack 
such domains and complexes formed solely of p50 or p52 act generally as gene 
repressors [40]. 
 NF-κB is regulated through its interaction with the inhibitory cytoplasmic protein 
IκB-α [12]. IκB-α associates with and masks the nuclear localization sequence of NF-κB, 
and thus sequesters this transcription factor in the cytoplasm. The phosphorylation of 
IκB-α and its subsequent degradation by the proteasome induce the release of NF-κB, 
which in turn triggers its translocation into the nucleus. Once in the nucleus, NF-κB binds 
to target DNA and activates the transcription of genes coding for proteins involved in the 
immune and inflammatory responses. NF-κB activation is very rapid because no protein 
synthesis is required. A response can occur within minutes after exposure to an 
appropriate inducer, which often results in strong stimulation of the transcription of 
several target genes in the host cell [13].  
 Withania somnifera (also known as Ashwagandha or Indian Winter Cherry) is a 
traditional medicinal plant that has been safely used for centuries in Indian Ayurvedic 
medicine for treating various disorders. The roots and leaves of W. somnifera are 
commonly prescribed for tumors, inflammation, arthritis, asthma, and hypertension [14-
20]. W. somnifera is the source of the largest and structurally most diversified set of 
withanolides, of which withaferin A (WA) is among the first of the group to be isolated 
and to show significant pharmacological properties, such as anti-tumor, anti-
inflammatory, and immunomodulatory activity [14]. WA exhibits strong inhibitory 
effects on the growth of several human leukemic cell lines [21], and causes mitotic arrest 
in human breast cancer cells [17]. Recent studies have shown that W. somnifera extract, 
including its main component WA, inhibits NF-κB activation by blocking the activation 
of IκB-α, which is in turn induced by tumor necrosis factor-α in several cell types, such 
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as L929 fibrosarcomic cells, A549 lung epithelial cells, the erythroleukemia cell line 
K562, and HUVEC endothelial cells [14, 19, 22]. It has also been reported that WA 
disrupts IκB kinase (IKK) kinase activity by the hyperphosphorylation of its catalytic 
subunit IKKβ on ser-181, leading to IKK inactivation [20]. 
 Given the central role of NF-κB in the regulation of immune reactions and its 
implication in the transcriptional activation of HIV-1, in the present study we 
investigated the antiviral activity of WA against HIV-1 in T cells resulting from the 
inhibition of the NF-κB pathway. We found that WA inhibits HIV-1 transcription in 
Jurkat cells, and that this inhibition is modulated by the reduced nuclear translocation of 
the active form of NF-κB, p65/p50. A greater understanding of the interaction between 
WA and the NF-κB pathway will aid in the development of alternative therapies for 
controlling HIV-1 replication.  
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2. MATERIALS AND METHODS 
2.1 Reagents 
 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), phytohemagglutinin (PHA), and WA 
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Recombinant human tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) was purchased from Cederlane (Burlington, ON, Canada). Stock 
solutions of WA (10 mM) were prepared by dissolving the lyophilized product in DMSO, 
and were stored at -20C until needed. 
2.2 Cells and culture conditions 
 The parental lymphoid T cell line, Jurkat E6.1, was obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA), while the 1G5 cell line was 
supplied by the AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, 
NIAID, National Institutes of Health (Rockville, MD, USA). 1G5 is a clonal cell line 
derived from Jurkat E6.1 cells that have been stably transfected with a luciferase gene 
driven by the HIV-1 LTR. The cells were grown in RPMI 1640 medium supplemented 
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA), 
2 mM glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and 0.22% NaHCO3. 
The cells were maintained at 37°C in a 5% CO2-humidified atmosphere.  
2.3 Plasmids and antibodies 
 The pLTR-luc plasmid contains the luciferase reporter gene, which is under the 
control of the wild-type (GGGACTTTCC) HIV-1 HXB2 LTR (-453 to +80). The 
commercial pNFκB-luc molecular construct contains five consensus NF-κB-binding 
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sequences controlling the luciferase gene, along with a minimal promoter. The pκB-
TATA-luc plasmid contains the HIV-1 enhancer region (-105 to -70) and a TATA box 
placed upstream of the luciferase gene. This plasmid is a generous gift from Dr. W. C. 
Greene (The J. Gladstone Institutes, San Francisco, CA, USA). Anti-phospho-IκB-α 
(Ser32/36), anti-IκB-α, and anti-actin antibodies were purchased from Cell Signaling 
Technology (Whitby, ON, Canada). Anti-NFκB-p50 (H119) and anti-NFκB-p65 (C20) 
antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). 
 To generate the mutant sequence lacking the κB binding sites, the XhoI-NcoI 
portion of pNL4.3.lucE- containing the 3ʹ LTR of HIV-1 was cloned into a pMCD-HIV1 
plasmid [25], and directed mutagenesis was performed by PCR as described previously 
[23]. Briefly, 200 nM primers containing the desired mutation (sense: 5ʹ-GCT ACA ACT 
CAC TTT CCG CTG CTC ACT TTC CAG GGA GGC-3ʹ, reverse: 5ʹ-GAG CAG CGG 
AAA GTG AGT TGT AGC AAG CTC GAT GTC AGC AGT TCT TGA-3ʹ) were used 
in a 50 µl reaction containing 50 ng of template plasmid, 200 µM dNTPs, and 2.5 U Pfu 
Turbo enzyme in 1× reaction buffer (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). The 
reaction was then incubated with 10 U DpnI restriction enzyme at 37°C for 1 h to 
eliminate the template. The XhoI-NcoI portion was then reintroduced into pNL4.3.lucE- 
by standard subcloning. 
2.4 Transient transfection by DEAE-dextran 
 The transfection assays were carried out as described previously [24]. Jurkat E6.1 
cells (2.5×107) were first washed in a TT buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM KCl, 
137 mM NaCl, 0.6 mM Na2HPO4, 0.5 mM MgCl2, and 0.7 mM CaCl2) and then 
resuspended in 2.5 ml of TT containing 25 µg of the indicated plasmids at a final 
concentration of 500 µg/ml. The cells/TT/plasmid/DEAE-dextran mixture was incubated 
for 25 min at 37°C. Thereafter, cells were diluted with complete culture medium 
supplemented with 100 µM chloroquine (Sigma) to reach a concentration of 1×106 per 
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ml. After 45 min of incubation at 37°C, cells were centrifuged and resuspended in 
complete culture medium and incubated at 37°C overnight. To minimize variations in 
plasmid transfection efficiencies, transfected cells were pooled after transfection and then 
separated into various treatment groups as follows. Transiently transfected cells were 
seeded at a density of 5×105 cells per well (100 µl) in 96-well plates. Cells were left 
untreated or were treated with PMA/PHA (20 ng/ml and 1 µg/ml, respectively) and 0.5 to 
5 µM WA in a final volume of 200 µl for a period of 8 h at 37°C. Cells were then lysed 
and luciferase activity was assessed. 
2.5 Luciferase assay 
 In order to assess whether WA can modulate HIV-1 LTR activity, 1G5 cells or 
Jurkat E6.1 cells (5×105) transfected with different plasmids were either left untreated or 
treated with PMA/PHA (20 ng/ml and 1 µg/ml, respectively) and 0.5 to 5 µM of WA in a 
final volume of 200 µl for 8 h at 37°C. Next, 100 µl of cell-free supernatant were 
withdrawn from each well and 25 µl of cell culture lysis buffer (25 mM Tris phosphate, 
pH 7.8, 2 mM dithiothreitol, 1% Triton X-100, and 10% glycerol) were added before 
incubation at room temperature, while vortexing for 30 min. One freeze cycle was 
performed afterwards to facilitate cell lysis. An aliquot of cell extract (20 µl) was mixed 
with 100 µl of luciferase assay buffer (20 mM Tricine, 1.07 mM 
(MgCO3)4·Mg(OH)2·5H2O, 2.67 mM MgSO4, 0.1 mM EDTA, 270 µM coenzyme A, 470 
µM luciferin, 530 µM ATP, and 33.3 mM dithiothreitol) and cell lysates were evaluated 
for luciferase activity by LUMIstar luminometer (BMG Lab Technologies GmbH, 
Offenburg, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Values are expressed 
as RLU (relative light units) as measured by the apparatus. 
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2.6 Western blot analysis 
 Jurkat E6.1 cells (2×106) were treated with PMA/PHA (20 ng/ml and 1 µg/ml, 
respectively) and 1 µM WA for the indicated time periods. Then, cells were washed with 
ice-cold PBS and lysed in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% 
Triton X-100, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 50 mM NaF, and 2 mM sodium orthovanadate, 
with indicated quantity of protease inhibitor cocktail (Sigma), adjusted to pH 8.0). The 
lysates (20 µg) were separated by 10% SDS-PAGE and electrotransferred onto a PVDF 
membrane. Blots were probed using the appropriate antibodies. The immunoreactive 
protein was detected using enhanced chemiluminescence reagents (GE Healthcare, Aliso 
Viejo, CA, USA) and analyzed with a ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA). 
2.7 Viral production 
 The wild-type and mutant pseudotyped HIV-1 viruses were produced as described 
previously [25]. Briefly, 4×106 HEK293T packaging cells were seeded into 100 mm 
dishes in 9 ml complete medium the day before transfection. Calcium phosphate 
transfection was performed by mixing together 1.5 µg pCMV-VSV-G and 13.5 µg 
pNL4.3.-lucE--based constructs in 500 µl of 250 mM CaCl2 and 500 µl HBS 2× (280 mM 
NaCl, 50 mM HEPES, 1.5 mM Na2HPO4, pH 7.08). The precipitates were allowed to 
form for 2 minutes and immediately added drop-wise on top of the cell culture medium. 
Two days later, the virion-containing medium was recovered and filtered through a 0.45 
µm filter and kept frozen at -80°C. We used qPCR to estimate the required minimal 
virion quantity for the integration of proviral DNA in each cell. One region of the HIV-1 
promoter (sense: 5ʹ-CTG CTG ACA TCG AGC TTT CTA CAA GGG-3ʹ, reverse: 5ʹ-
AGG CTC AGA TCT GGT CTA ACC AGA GAG-3ʹ) was used to estimate proviral 
number, whereas genes coding for β-globin (sense: 5ʹ-AGG GCT GAG GGT TTG AAG 
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TCC AAC TC-3ʹ, reverse: 5ʹ-TGT AAG CAA TAG ATG GCT CTG CCC TGA C-3ʹ) 
were used to evaluate the number of cells. 
2.8 HIV-1 infection assays 
 The infectious proviral content of cells was quantified with qPCR prior to 
infection, and a quantity equivalent to 1 virus/cell was used to perform infection assays. 
Virus stock was added directly to 5×105 Jurkat E6.1 cells in the minimal volume of 
complete medium, and incubated at 37°C for 1 h to allow pre-infection. PMA/PHA (20 
ng/ml and 1 µg/ml, respectively) and/or 0.5 µM WA was then added and diluted with 
culture medium to a concentration of 106 cells/ml. Cells were then incubated at 37°C for 
48 h. Viral reporter expression was measured as previously described[25]. Briefly, cells 
were washed twice with ice-cold PBS, then 1/5 of the cells were used for proviral content 
quantification by qPCR and 4/5 were used for the luciferase assay. For the qPCR, 200 µl 
of qPCR lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8, and polyoxyethylene 10 lauryl ether 0.1% 
(v/v) (Sigma)) was added to the cell pellet, followed by proteinase K, for a final 
concentration of 100 µg/ml. Samples were first incubated at 65°C to allow protein 
digestion, which was followed by a 15 min incubation at 95°C for Proteinase K 
inactivation. The extracts obtained were used directly for proviral content quantification 
with probes coding for one region of the HIV-1 promoter (sense: 5ʹ-CTG CTG ACA 
TCG AGC TTT CTA CAA GGG-3ʹ, reverse: 5ʹ-AGG CTC AGA TCT GGT CTA ACC 
AGA GAG-3ʹ). Known numbers of pNL4.3.-lucE- cells were included in each qPCR as a 
standard for quantification. For the luciferase assay, cell pellets were resuspended in 250 
µl lysis buffer (1×, 25 mM Tris phosphate, pH 7.8, 2 mM dithiothreitol, 1% Triton X-
100, and 10% glycerol). The luciferase activity was measured as described previously 
and normalized to the proviral content in each sample. 
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2.9 Preparation of nuclear extracts 
 Jurkat E6.1 cells (106) were either left untreated or treated with PMA/PHA (20 
ng/ml and 1 µg/ml, respectively) and/or WA (0.5 µM) for the indicated time at 37°C. The 
incubation was terminated by centrifugation at 4000 rpm at 4°C for 5 min. Sedimented 
cells were washed once with ice-cold PBS, then resuspended in 400 µl of cold Buffer A 
(10 mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM 
dithiothreitol, and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride). After 15 min on ice, 25 µl of 
Nonidet P-40 10% was added, and the lysate was vortexed for 10 s. The samples were 
then centrifuged for 30 s at 14 000 rpm at 4°C. The supernatant fraction was discarded 
and the pellet resuspended in 50 µl of cold Buffer C (20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M 
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, and 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride) and incubated on ice for 30 min. Cellular debris were removed by centrifugation 
at 12 000 g for 5 min at 4°C, and the supernatant fraction was stored at -70°C until used.  
2.10 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 We used 2 µg nuclear extracts to perform EMSA. Double-stranded DNA (10 
pmol) was labeled with [γ-32P]ATP and T4 polynucleotide kinase in a kinase buffer (New 
England Biolabs, Beverly, MA, USA). This mixture was incubated for 45 min at 37°C 
and the labeled oligonucleotide was extracted with a G-25 spin column (GE Healthcare). 
The double-stranded DNA oligonucleotide, which was used as a probe, contained either 
the home-made NF-κB binding sites (sense: 5ʹ-CGA CAC CCC TCG GGA ATT TCC 
CCA CTG G-3ʹ, reverse: 5ʹ-GGC CCA GTG GGG AAA TTC CCG AGG GGT-3ʹ) or 
sequence corresponding to bases -104 to -78 of the HIV-1 LTR (sense: 5ʹ-AGG GAC 
TTT CCG CTG GGG ACT TTC CAA-3ʹ, reverse: 5ʹ-TTG GAA AGT CCC CAG CGG 
AAA GTC CCT-3ʹ). Nuclear extracts were incubated for 20 min at room temperature in 
binding buffer (25×, 100 mM HEPES pH 7.9, 40% glycerol, 10% Ficoll, 250 mM KCl, 5 
mM EDTA, 250 mM NaCl, and 10 mM dithiothreitol) mixed with 5 µg of ultrapure non-
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acetylated BSA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 µg of Poly(dI-dC) 
(Sigma), and 0.2 pmol of 32P-5ʹ-end-labeled double-stranded oligonucleotide in a final 
volume of 25 µl. For competition assays, 20 pmol of unlabeled competitor 
oligonucleotide were added to the reaction. For the supershift assays, 1–2 µg of the 
respective antibody were added to the nuclear extract and incubated on ice for 45 min 
prior to the addition of labeled oligonucleotide. Samples were then loaded on a native 
4.5% polyacrylamide gel, and complexes were separated for 2 h at 200 Volts. 
2.11 Statistical analysis 
 All results were calculated as the mean ± SEM of independent experiments. 
Results were analyzed using t-test. P values less than 0.05 were considered significant. 
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3. RESULTS 
3.1. Effect of WA on LTR transcription and HIV-1 replication 
 To study the inhibitory effects of WA on HIV-1 LTR transcriptional activity, we 
initially tested whether WA could modulate HIV-1 LTR activity using 1G5, a clonal cell 
line derived from Jurkat E6.1 that contains an integrated construct made of the luciferase 
reporter gene under the control of the HIV-1 LTR [26]. In these experiments, WA was 
reconstituted in DMSO to produce a stock solution of 10 mM, which was then diluted in 
complete culture medium to obtain our working dilutions (0.5–10 µM). Incubation of 
1G5 cells with the concentration of DMSO equivalent to 10 µM WA did not induce LTR 
activation (data not shown). In this experiment, 1G5 cells were treated with PMA/PHA 
(20 ng/ml and 1 µg/ml, respectively), alone as a positive control, or in combination with 
increasing concentrations of WA (from 0.5 to 5 µM). PMA is a strong mitogen capable of 
improving the proliferative response of human T cells when combined with lectins, such 
as PHA [27-29]. As shown in Figure 1A, we observed a 167-fold increase in luciferase 
activity in 1G5 cells in the presence of PMA/PHA. Interestingly, we found that WA 
inhibited the LTR transcriptional activity induced by PMA/PHA in a dose-dependent 
manner, whereas WA alone did not induce LTR activation (data not shown). 
 To exclude the possibility that WA repression of HIV-1 LTR is a result of its 
effect on cell viability, 1G5 cells were treated with different concentrations of WA alone 
or with PMA/PHA for 8 h, followed by MTT assays. As shown in Figure 1B, we found a 
dose-dependent inhibition of cell viability by WA, which exhibited a significant level of 
toxicity at concentrations greater than 2.5 µM. Although PMA/PHA showed a degree of 
toxicity, no additive effect was observed when combining WA with PMA/PHA. To 
minimize any nonspecific toxic effects of WA on T cells, we chose to continue our study 
with the lowest concentrations of WA (0.5 and 1 µM). 
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 Figure 1 WA inhibits HIV-1 
transcription and viral 
replication in a human T cell 
line. (A) 1G5 cells were treated 
with the indicated concentrations 
of WA in combination with 
PMA/PHA (20 ng/ml, 1 µg/ml, 
respectively) for 8 h. The cells 
were then lysed and luciferase 
activity was analyzed. Results 
shown are the means ± SEM of 
three determinations, and are 
expressed as fold increases 
compared with untreated cells. 
These results are representative 
of three independent experiments. 
**P≤0.01; ***P≤0.001 (B) MTT 
assays were carried out under the 
same conditions as in (A) to 
evaluate the effects of WA on cell 
viability in 1G5 cell lines. (C)  
Jurkat E6.1 cells were infected 
with a defined number of pNF4.3.-
lucE- pseudotype virus particles 
toattain one virus integration per 
cell, and then treated with 0.5 µM 
WA and/or PMA/PHA for 48 h. 
Virus-encoded luciferase activity in 
the cell extracts was then 
measured. Results represent the mean ± SEM of three independent experiments, considering 
values obtained with PMA/PHA treated cells to be 100% activation. ****P≤0.0001. 
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 To further confirm the anti-HIV activity of WA, we infected Jurkat E6.1 cells 
with the pNL4.3-lucE- HIV pseudotyped viral particles in single-round infection assays. 
This system relies on a luciferase reporter gene that replaces the HIV Nef gene and 
includes a defective Env gene. The defective envelope is compensated by the co-
transfection of a second plasmid, pCMV-VSV-G, which provides the VSV-G envelope 
protein and allows viral entry by endocytosis. The luciferase activity is proportionate to 
the transcriptional activity of the proviral LTR, thus eliminating the interference of non-
integrated free viral particles and mimicking an HIV Tat-dependent amplification loop 
identical to that in a natural infection. The results depicted in Figure 1C show that HIV 
infection, in the absence of any treatment, results in low virus production. In contrast, 
treatment with PMA/PHA alone results in more efficient viral replication compared with 
control cells. Interestingly, the addition of WA (0.5 µM) abrogated the PMA/PHA-
induced increase in HIV replication. However, post-treatment with WA 4 h after 
PMA/PHA treatment did not result in significant inhibition at the concentration tested 
(data not shown). 
3.2. Effects of WA on the NF-κB signaling pathway 
 To assess the role of transcription factor NF-κB in WA-induced inhibition of the 
HIV-1 LTR, Jurkat E6.1 cells were transfected with luciferase reporter plasmids 
containing mutations at the NF-κB binding sites of HIV-1 LTR. We used the pNF-κB-luc 
plasmid, which contains five consensus sequences of NF-κB binding sites, thus rendering 
it highly responsive to NF-κB activation, and the pκB-TATA-luc plasmid, which is made 
of the minimal HIV-1 NF-κB binding motifs with a TATA box, followed by the 
luciferase reporter gene. Indeed, the pκB-TATA-luc construct allows HIV-1 activation to 
occur almost exclusively via NF-κB-dependent mechanisms. The pLTR-luc plasmid was 
used in parallel to compare how different constructs of NF-κB binding sites affect LTR 
activation. The transfected cells were incubated with either PMA/PHA or TNF-α, and 
treated with WA simultaneously for 8 h. TNF-α is known to activate the LTR exclusively 
through the NF-κB pathway [30-31]. As shown in Figure 2AF, WA inhibited LTR 
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activation in all cases, and the inhibition was higher in cases in which more NF-κB 
binding sites were present (in pNF-κB-luc). Cells transfected with pκB-TATA-luc 
showed moderate inhibition after treatment with WA. However, it should be noted that 
the pκB-TATA-luc plasmid resulted in greater induction of luciferase activity upon 
stimulation of PMA/PHA, as compared with those cells containing the pNF-κB-luc 
construct, while pLTR-luc induced the lowest level of luciferase activity (data not 
shown). This observation corroborates the findings of previous studies and can be 
explained by the absence of other modulatory elements in HIV-1 LTR that regulate NF-
κB’s activation potential [32].  
3.3. Inhibition of WA involves NF-κB binding sites on the HIV-1 LTR 
 To further investigate the role of NF-κB in WA-induced inhibition of the HIV-1 
LTR, we generated a mutated virus termed the mκB variant, which bears mutated NF-κB 
binding sites in the U3 LTR region (three nucleotides have been replaced at both core 
binding sites: CTCACTTTCC instead of GGGACTTTCC). The mutation greatly 
reduced HIV replication; under the same conditions, mκB variant produced 1/10th the 
number of infectious particles compared with the wild type, as determined by measuring 
the proviral content with qPCR (data not shown). To avoid discrepancies in viral 
integration, the proviral content in each condition was quantified by qPCR to normalize 
luciferase activity. Surprisingly, the mutant virus showed a slightly higher basal activity 
in unstimulated cells than the wild type, which was unexpected, but which confirms a 
possible regulatory role of NF-κB in LTR inhibition (Figure 3). The mutation abolished 
NF-κB induction by PMA/PHA or TNF-α, illustrated by the significant decrease in fold 
induction (wild-type, PMA/PHA: 21.4, TNF-α: 19.9; mutant, PMA/PHA: 2.5, TNF-α: 
3.5). Moreover, treatment with WA did not affect LTR expression in the mutant in the 
same way as in the wild-type pseudovirus, suggesting that WA requires intact NF-κB 
binding sites to mediate its effect.  
 48 
 
 
Figure 2. WA inhibits LTR promoter activation through NF-κB signaling. Jurkat E6.1 cells 
were transiently transfected with pLTR-luc (A, B), pNF-κB-luc (C, D), or pκB-TATA-luc (E, F). 
After 20 h, cells were incubated with increasing concentrations of WA in the presence of 
PMA/PHA (20 ng/ml, 1 µg/ml, respectively) or TNF-α (20 ng/ml) for 8 h. Luciferase activity was 
then analyzed. Results represent the mean ± SEM of three independent experiments, and are 
expressed as percent activation, considering values obtained with PMA/PHA or TNF-α treatment 
in the absence of WA to be 100% activation. **p≤0.01; ***p ≤0.001; ****p ≤0.0001. 
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Figure 3. WA inhibits viral transcription through an NF-κB-dependent pathway. Jurkat E6.1 
cells were infected with HIV-1 wild-type or mκB mutant (with inactive κB binding sites) 
pseudotyped virus, and stimulated under the indicated conditions for 48 h. Luciferase activity was 
measured and normalized to proviral content as measured by qPCR amplification of an LTR 
promoter sequence. **P≤0.01; ***P≤0.001; ****P≤0.0001. 
 
3.4. WA interferes with de novo IκB-α synthesis 
 Because it has been previously reported that pretreatment with WA inhibits the 
activation of NF-κB by preventing the phosphorylation and subsequent degradation of the 
inhibitory unit IκB-α [20], we next sought to determine whether the effect of WA on 
HIV-1 LTR expression was caused by the absence of IκB-α degradation. Jurkat E6.1 cells 
were incubated with 1 µM WA for 560 min following PMA/PHA stimulation. As 
depicted in Figure 4A-D, we found that PMA/PHA-induced IκB-α phosphorylation on 
serine 32 and 36, which was followed by its rapid degradation. IκB-α was fully degraded 
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after 20 min, whereas it reappeared after 45 min, suggesting that NF-κB activation 
induced new synthesis of IκB-α. WA only transiently affected the degradation of IκB-α 
induced by PMA/PHA (Figure 4B and 4D). However, it clearly reduced the recovery rate 
of IκB-α protein. Indeed, de novo synthesis of this inhibitory protein is modulated by NF-
κB through the NF-κB binding sites on the IκB-α promoter. Newly synthesized IκB-α re-
enters the nucleus and dissociates the NF-κB-DNA complex, thereby abolishing its 
activation. This auto-regulatory mechanism provides a feedback control for NF-κB-
dependent gene transcription, enabling a rapid yet transient response at the transcriptional 
level [9].  
3.5. WA inhibits p65/p50 nuclear translocation 
 The inhibition of de novo IκB-α synthesis described above could potentially be 
caused by the action of WA on an upstream process, such as NF-κB translocation, or the 
formation of the NF-κB-DNA complex. We therefore examined the translocation of NF-
κB with EMSA. To test experimentally whether NF-κB can translocate into the nucleus 
and bind to the HIV-1 LTR, nuclear extracts from Jurkat E6.1 cells stimulated with 
PMA/PHA and/or WA were incubated with a P32-labeled double-stranded probe 
containing a consensus sequence of the NF-κB binding site (Figure 5A), as well as one 
consisting of the -104 to -78 sequence of the HIV-1 LTR (Figure 5B). The DNA-binding 
complex was identified with specific anti-p65 and anti-p50 antibodies, and the binding 
specificity was confirmed by cold competition with unlabeled probes. Results indicated 
the presence of a specific band after 30 min stimulation with PMA/PHA, which was 
supershifted with antibodies against the p65 subunit or the p50 subunit of NF-κB. This 
suggests the presence of p65/p50 in the nucleus that is able to bind to the HIV-1 LTR. 
Moreover, addition of an excess of identical, unlabeled probe effectively blocked 
formation of the NF-κB-DNA complex in both cases, showing their specificity. 
Concurrent with the reduced synthesis of IκB-α, WA inhibited the translocation of 
p65/p50, the predominant form of NF-κB responsible for the activation of various genes, 
starting from 20 min (Figure 6A and 6B, lane 9-12 versus lane 15-18).  
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Figure 4. Effect of WA on NF-κB signaling. Jurkat E6.1 cells were incubated with 1 µM WA 
and/or PMA/PHA (20 ng/ml, 1 µg/ml, respectively) for the indicated periods of time. Cell lysates 
were analyzed by western blots with the indicated antibodies: (A) anti-phospho-IκB-α, (B) anti-
IκB-α. The band intensity was then quantified with ImageLab (BioRad), (C) phosphor-IκB-α, (D) 
IκB-α. Results are representative of three independent experiments.  
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Figure 5. WA inhibits the 
nuclear translocation of 
p65/p50 induced by 
PMA/PHA. Jurkat E6.1 cells 
were stimulated under different 
conditions for 30 min, and 
nuclear proteins were then 
extracted. (A) A 32P-
radiolabeled DNA probe 
containing the consensus 
sequence of κB binding sites 
was incubated with Jurkat E6.1 
nuclear extracts, and the 
resulting complexes were 
separated on a native 
polyacrylamide gel. Bound 
complexes were analyzed by 
phosphorimaging. For the 
supershift analysis, 12 µg of 
antibodies against the p65 
(lane 2, 5, 9) or p50 (lane 3, 6, 
10) subunits of NF-κB were 
incubated with nuclear extract 
on ice for 45 min prior to probe 
incubation. For the negative 
control, a 100× excess of cold 
probe (lane 7, 11) was added 
instead of antibody. (B) As in A 
except that the DNA probe 
corresponds to bases -104 to -
78 of the HIV-1 LTR. NF-κB complexes are indicated with arrows in both panels. 
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Figure 6. WA reduced the nuclear translocation of NF-κB induced by PMA/PHA. Jurkat E6.1 
cells were incubated with WA (1 µM) and/or PMA/PHA (20 ng/ml, 1 µg/ml, respectively) for the 
indicated periods of time, and nuclear proteins were then extracted. EMSA assays were 
performed as previously described with 32P-radiolabeled oligonucleotides containing (A) home-
made κB binding sites or (B) a sequence corresponding to bases -104 to -78 of the HIV-1 LTR. 
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4. DISCUSSION 
 Since the discovery of HIV-1 in the early 1980s, extensive efforts have been made 
to develop effective and innovative strategies for the eradication of this disease, which 
remains incurable. Among the existing therapies, most drugs target one or several viral 
elements in order to permanently neutralize or deactivate viral replication [33-35]. In 
addition to the persistent reappearance of viral load owing to the development of resistant 
mutant strains, high costs associated with the long-term use of antiretroviral drugs make 
it difficult for infected individuals to access appropriate antiretroviral treatment in 
developing countries. Consequently, more effective and financially approachable 
alternative drugs are urgently needed to control the expansion of HIV-1 infection. 
 Medicinal plants and natural products have been used to cure various diseases 
throughout human history, and their use remains important to this day, particularly in 
eastern countries. Most of these natural compounds have been safely used for centuries, 
and their often multi-target nature renders them potential candidates for the development 
of novel anti-cancer, anti-inflammatory, and antiviral agents [see review in 36]. WA, a 
steroidal lactone, is a bioactive molecule that exhibits potent anti-cancer activities, 
compared with other structurally similar withanolides [19, 37]. Here we report that WA 
exhibits strong inhibition of HIV-1 gene expression in an infected T cell model. Both the 
lymphocyte T cell line 1G5, which stably harbors a copy of the HIV-1 LTR promoter, 
and the parental cell line Jurkat E6.1, transiently transfected with pLTR-luc plasmid, 
showed reduced PMA/PHA-induced activation when the cells were co-treated with WA. 
Single-round infection assays with wild-type pseudovirus showed similar results. We 
initially postulated that this reduction in HIV-1 infection could be explained by the 
inhibition of NF-κB pathway activation.  
 The transcription factor NF-κB is the major regulatory element involved in HIV-1 
replication in CD4 lymphocytes. The two adjacent NF-κB binding sites in the LTR region 
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are highly conserved among HIV subspecies; deletion or mutation of these sites strongly 
impairs HIV-1 replication. Under basal conditions, NF-κB is sequestered in the 
cytoplasm by its interaction with the inhibitory protein IκB-α [12]. Upon activation by 
inflammatory stimuli, IκB-α is phosphorylated and then degraded by proteasomes, 
leading to nuclear translocation of NF-κB, which results in the transcription of viral 
genes. Several research groups have reported a direct interaction between WA and the 
IKK complex, a kinase upstream of IκB-α that contains several cysteine residues in its 
catalytic site. Kaileh et al. previously demonstrated that pretreatment of cells with WA 
hampers TNF-induced IKKβ kinase activity through ser-181 hyperphosphorylation [20], 
whereas Heyninck et al. showed that cys-179, located in the activation loop of IKKβ, is 
targeted by WA, and its presence is necessary for optimal phosphorylation of neighboring 
serine residues [38]. It is therefore possible that WA acts at different steps in the NF-κB 
pathway in different cell types. Our transfection assays showed that the presence of NF-
κB is positively correlated with the inhibitory effect of WA on the LTR; transfection of 
the pNF-κB-luc plasmid, which contains five consensus sequences of κB binding sites, 
resulted in consistently higher WA-induced LTR inhibition in transfected cells than in 
cells lacking the plasmid. Moreover, WA maintained its inhibition in the case of the pκB-
TATA-luc plasmid, in which κB binding sites were the only responsive element present 
in the LTR besides the TATA box. 
 The results from our single-round infection assays, with pseudotyped viruses 
bearing mutated NF-κB binding sites in the U3 LTR, suggest that the mutation abolished 
HIV-1 LTR activity induced by PMA/PHA or TNF-α, which further confirms the 
implication of NF-κB activation in WA inhibition. It should be noted that the HIV-1 NF-
κB mutant created in our lab appears to exhibit a higher expression level than that of the 
wild-type virus, which suggests a possible negative regulatory role of NF-κB in LTR 
activation. In concordance with a negative regulatory role for NF-κB, NF-κB1 (p50) 
knock-out mice lack detectable NF-κB DNA-binding activity, yet a higher level of 
expression of NF-κB-regulated genes was observed than in wild-type animals [42]. 
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 The DNA mobility shift assays in the present work suggest that the heterodimer 
p50/p65 is the active form of NF-κB responsible for HIV-1 LTR activation; rapid 
translocation of this complex could be observed after 20 min upon PMA/PHA 
stimulation. This form of NF-κB is in fact the most abundant and common activator of 
both gene activation and viral transcription, out of all the homo- and heterodimers of the 
Rel family [39, 43-44]. In most cases, the rapid degradation of the inhibitor protein IκB-α 
precedes NF-κB translocation. Interestingly, in our study, co-treatment with WA did not 
reduce PMA/PHA-mediated IκB-α degradation, as shown by western blot assays, 
whereas the reappearance of IκB-α was hindered to a greater extent by WA. This could 
be explained by the fact that de novo synthesis of IκB-α is regulated by NF-κB itself as 
part of a feedback inhibition mechanism, in which newly synthesized IκB-α enters the 
nucleus and binds to NF-κB, thus enabling a rapid yet transient response at the 
transcriptional level [39-41]. We could therefore postulate that the inhibitory role of WA 
on NF-κB, especially its translocation, leads to IκB-α depletion in the nucleus due to a 
lack of protein production. Our time-course results with mobility shift assays are also in 
agreement with the inhibition of IκB-α synthesis observed with western blot assays.  
 NF-κB is a multifunctional transcription factor that is strongly associated with the 
regulation of numerous cellular processes, including the immune response, inflammation, 
and cell proliferation. Its deregulation is the cause of several types of hematologic 
cancers, as well as chronic inflammatory diseases, such as asthma, rheumatoid arthritis, 
and Crohn’s disease [38, 43]. Targeting NF-κB is thus of particular interest given its 
central role in numerous diseases and in gene regulation, the latter of which is reflected 
by its highly conserved nucleotide sequence. 
 Several compounds have been reported to suppress HIV-1 gene expression and 
viral replication through distinct mechanisms involving NF-κB activation: First, 
antioxidants, such as N-acetylcysteine, inhibit NF-κB activation in response to a variety 
of stimuli, probably by acting as free-radical scavengers. Second, protein kinase 
inhibitors target kinases upstream of IκB-α, such as the IKK complex. Interaction with 
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the catalytic subunit IKKβ of the IKK complex, through cys-179, inhibits its kinase 
activity, whereas chemical inhibitors that disrupt the NEMO-IKKβ association also 
prevent phosphorylation of IκB-α. Third, proteasome inhibitors block the rapid 
degradation of ubiquitinated IκB by the proteasome, which in turn prevents NF-κB 
nuclear translocation. Finally, direct inhibitors of NF-κB, such as Evans Blue, associate 
with the p50 subunit of NF-κB in the DNA-binding region and hamper NF-κB binding to 
the LTR of HIV-1 [45, 46]. Such compounds interact with the NF-κB pathway in various 
ways to prevent HIV-1 gene expression, although problems such as bioavailability and 
selectivity remain a challenge for their application as pharmaceuticals.  
 WA is the first bioactive molecule extracted from Withania somnifera, a 
traditional medicinal plant that has been safely used in India for centuries. Numerous 
pharmacologic properties, such as anti-cancer, anti-inflammatory, and anti-angiogenesis 
effects, have been demonstrated in several cell types. Moreover, WA showed an 82 min 
plasma half-life in mouse studies, thus facilitating the control of desirable plasma levels 
in in vivo models [47]. In vitro and in vivo studies have shown that therapeutic doses of 
WA stimulate proapoptotic activity specifically in cancer cells, and only minimal toxicity 
was observed to normal peripheral blood mononuclear cell-derived lymphocytes and 
tissues [21, 47, 48]. Several studies have also shown differential physiological effects of 
WA depending on the dose used; lower doses of WA induce inhibition of the invasion of 
metastatic cells, whereas high levels of WA are required for apoptosis [48, 49]. It has also 
been reported in several in vivo studies that WA has anti-inflammatory effects in chronic 
and acute inflammation-related diseases [For review, see 14]. Because of the inherent 
multi-target nature of many plant-derived small molecules, they can interfere with viral 
proteins and LTR promoters in regulatory regions, which render them unlikely to 
generate drug-resistant HIV-1 strains. However, further investigation is required to 
determine safe therapeutic doses of WA in normal T lymphocytes with pre-clinical trials. 
Our results suggest that WA, a bioactive compound derived from Indian Ashwagandha, 
disrupts viral gene expression through the inhibition of NF-κB activation. A more 
thorough understanding of the functions of WA at the molecular level may lead to the 
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development of new strategies for controlling the AIDS epidemic, especially in 
developing countries. 
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CHAPITRE 3 DISCUSSION 
Depuis la découverte du VIH-1 dans le début des années 1980, des efforts considérables 
ont été réalisés dans le développement de stratégies efficaces et innovantes pour 
l’éradication de cette maladie jusqu’à présent incurable. Parmi les thérapies existantes, la 
plupart des médicaments ciblent un ou plusieurs éléments viraux afin de neutraliser ou 
inhiber de façon permanente la réplication virale (Arts et Hazuda, 2012; Barouch et 
Deeks, 2014; Wong, 2014). Cependant, le développement de mutants résistants aux 
médicaments antirétroviraux est parfois constaté chez les patients sous traitements due à 
la présence de réservoirs dans le corps humain, où on observe la réplication des virus 
lorsque la quantité de médicament est insuffisante (non adhésion au traitement, ou que les 
réservoirs se trouvent dans les endroits difficile à accéder par les produits antirétroviraux 
e.g. cerveau). Le coût élevé associé à l’utilisation à long terme de médicaments 
antirétroviraux est la raison principale qui empêche aux personnes infectées d’accéder à 
un traitement approprié dans les pays en développement (Jha et al., 2001). Par 
conséquent, les médicaments alternatifs plus efficaces et financièrement abordables sont 
nécessaires pour contrôler l’expansion de l’infection au VIH-1 dans ces pays. 
L’utilisation de plantes médicinales et de produits naturels pour soigner diverses maladies 
a longtemps existée dans l’histoire humaine et ne cesse d’apporter une contribution 
significative dans les pays orientaux. La plupart de ces composés naturels ont été utilisés 
depuis des siècles et leur nature souvent multi-cibles les rend des candidats intéressants 
pour le développement de nouveaux agents anti-cancer, anti-inflammatoires et antiviraux 
(Newman et Cragg, 2012). La WA, une lactone stéroïdienne, est une des molécules 
bioactives qui présentent des activités anti-cancer puissantes comparativement à d’autres 
withanolides structurellement similaires (Ichikawa et al., 2006; Wang et al., 2012). Au 
cours de cette étude, il a été démontré que la WA a un effet inhibiteur sur la transcription 
du VIH-1 dans la lignée cellulaire 1G5, provenant de la lignée de lymphoïdes T humaines 
Jurkat E6.1, où le promoteur du VIH-1 (LTR) a été intégré de façon stable en 
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combinaison avec un gène rapporteur de la luciférase. Cette inhibition n’est pas causé par 
un effet non spécifique de la mort cellulaire pour des concentrations égales ou inférieures 
à 1µM, telle que démontrée par le test de cytotoxicité. 
Ensuite, les transfections transitoires des cellules Jurkat E6.1 avec des plasmides ayant 
différentes constructions de sites de liaison pour NF-κB ont démontré que l’activation du 
promoteur viral LTR est inhibée par la WA, et semble être dépendante de la voie NF-κB. 
Les essais d’infection avec les virus pseudotypé de VIH-1 ont illustré dans un premier 
temps que les sites de NF-κB sont essentiels pour la réplication virale, car l’absence de 
ceux-ci diminue considérablement la transcription virale. Par ailleurs, le mutant n’est pas 
capable de répondre aux stimulants de cellules T, soit la combinaison de PMA et PHA ou 
la TNF-α, contrairement au virus pseudotypé de type sauvage (Li et al., 1994). 
Finalement, l’absence de diminution d’expression avec le traitement de la WA suggère 
que son action est associée à l’activation de NF-κB. 
Le facteur de transcription NF-κB est l’élément régulateur majeur dans la réplication du 
VIH-1 chez les lymphocytes T CD4. Les deux sites adjacents de liaison de NF-κB dans la 
région LTR est hautement conservée parmi les sous-espèces du VIH-1, et la délétion ou 
mutation de ceux-ci diminue fortement la réplication du virus. L’IκB-α est la protéine 
inhibitrice de NF-κB, la dégradation de celle-ci est souvent reliée à la translocation 
nucléaire de NF-κB ainsi que la transcription des gènes viraux (Delhase et al., 1999). 
Plusieurs groupes de recherche ont démontré une interaction directe entre la WA et le 
complexe IKK, qui est une kinase en amont d’IκB-α responsable de la dégradation de ce 
dernier. Le complexe IKK contient plusieurs résidus cystéine dans son site catalytique, 
qui sont phosphorylés lors de l’activation de cette enzyme. Kaileh et al. ont démontré 
précédemment que le prétraitement de la WA empêche l’activité catalytique de l’IKKβ 
via l’hyper-phosphorylation du résidu serine 181 (Kaileh et al., 2007). Cependant, 
Heyninck et al. suggérait plutôt que c’est la cystéine 179 situé dans la boucle d’activation 
de IKKβ qui est ciblé par la WA, qui est impliquée dans la phosphorylation des résidus 
sérine voisins (Heyninck et al., 2014). Il est donc possible que la WA joue sur différentes 
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enzymes dans des types cellulaires distinctes. Au contraire, le co-traitement de la WA ne 
semble pas affecter la dégradation d’IκB-α dans les cellules T, car les essais 
d’immunobuvardage de type Western ont illustré que cette protéine est diminué en 
quantité après 20 min de stimulation malgré le traitement de WA, ce qui n’est pas 
surprenant car l’activation du NF-κB est presque instantanée, quelques minutes 
suffisaient pour induire une activation de ce régulateur. Le NF-κB une fois activé, va se 
transloquer dans le noyau et se fixer sur le promoteur des gènes d’intérêt, y compris celui 
d’IκB-α, et induit l’expression des protéines associées. Cette induction est également 
illustrée dans nos résultats car l’IκB-α est réapparue à partir de 45 min dans les cellules T 
stimulées par PMA/PHA. En effet, la synthèse de novo d’IκB-α est régulée par le NF-κB 
lui-même, qui est de son tour dissociée de l’ADN et finir son cycle d’activation. Ce 
mécanisme de rétro-inhibition est intimement médiée par NF-κB, ce qui permet une 
réponse rapide mais transitoire au niveau de la transcription (Lipniacki et al., 2004; 
Siebenlist et al., 1994; Sun et al., 1993). En outre, le traitement de la WA semble avoir 
inhibé la synthèse d’IκB-α, ce qui indiquerait qu’une étape en amont est affectée par le 
traitement de la WA. Nos essais de retard sur gel nous ont appuyé cette hypothèse. La 
translocation de NF-κB observée dès 20 min suivant la dégradation d’IκB-α, et cette 
présence nucléaire est partiellement inhibée par la WA. L’essai de supershift avec des 
anticorps spécifiques nous ont confirmé que la protéine transloquée est RelA/p50, soit la 
forme active de NF-κB. 
NF-κB est un facteur de transcription multifonctionnel qui est fortement impliquée dans 
la régulation de nombreux processus cellulaires, tels que la réponse immunitaire, 
l’inflammation, la prolifération et l’apoptose, et sa dérégulation est la cause de plusieurs 
types de cancers hématologiques ainsi que des maladies inflammatoires chroniques telles 
que l’asthme, la polyarthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn (Caamaño et Hunter, 
2002; Heyninck et al., 2014). Le ciblage de NF-κB est d’un intérêt particulier en ce qui 
concerne son rôle central dans la réplication du VIH-1. Cependant, il faut noter que la 
WA possède des propriétés anti-cancéreuses en agissant sur les voies apoptotiques des 
cellules en prolifération irrégulée. L’effet cytotoxique de la WA sur les cellules Jurkat 
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E6.1 constatée à haute concentration y pourrait être expliqué. Des études in vitro et in 
vivo ont montré que, à des doses thérapeutiques, la WA exerce une activité pro-
apoptotique spécifique pour les cellules cancéreuses, alors que seule une toxicité 
minimale a été observée chez les lymphocytes normaux dérivés des cellules mono-
nucléaires de sang périphérique (Mandal et al., 2008; Mehrotra et al., 2011; Thaiparambil 
et al., 2011). Plusieurs études ont également démontré des effets physiologiques 
différentiels de WA en fonction de la dose utilisée (Mehrotra et al., 2011; Shah et al., 
2009). Il est donc souhaitable de tester son effet également chez les lymphocytes T 
humains afin d’exclure l’interférence de la toxicité.  
Bien que les mécanismes d’action de produits médicinaux naturels restent en grande 
partie énigmatiques, ces composés sont déjà devenus de plus en plus importants dans la 
recherche de médicaments pour le traitement de diverses maladies humaines (Newman et 
Cragg, 2012). Des composés comme la WA, originaire de la plante  indigène indienne 
withania somnifera, est devenu l’objet de plusieurs projets de recherche dû à son 
potentiel thérapeutique dans le cas de plusieurs types de maladies inflammatoires et 
cancéreuses. Malgré l’identification de plusieurs cibles moléculaires de la WA, ce qui 
peut expliquer en partie la vaste gamme d’effets biologiques de WA, des préoccupations 
majeures sur l’utilisation thérapeutique de WA persistent. La WA présente des propriétés 
thérapeutiques, pharmacologiques et toxicologiques à des doses différentes dans des 
modèles animaux, cependant, il en est toujours incertain si les mêmes propriétés 
pourraient être constatées chez l’homme. En raison de la différence en terme de l’affinité 
pour différentes protéines cibles, les effets cellulaires de la WA peuvent varier en 
fonction de la concentration intracellulaire du composé. En effet, des études comparatives 
ont déjà indiqué que des doses plus faibles sont nécessaires pour l’inhibition de l’invasion 
ou l’arrêt de la croissance par rapport à l’induction de l’apoptose (Thaiparambil et al., 
2011; Shah et al., 2009). Par conséquent, les effets physiologiques de la WA peuvent 
varier en fonction de la dose administrée. Une recherche plus approfondie sera ainsi à 
envisager dans le but de déterminer la dose optimale thérapeutique dans des essais in vivo 
et pré-cliniques. 
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Dans le cas du VIH-1, le développement de la résistance est la principale raison de 
l’échec au traitement dû à la génération des mutants génétiques à des conditions sous-
optimales du médicament. Les réservoirs viraux restent parmi les principaux obstacles à 
l’éradication de l’infection au VIH-1. Vue la nature multifactorielle de l’infection au 
VIH-1 et l’implication de la machinerie cellulaire dans la réplication du virus, des 
interventions combinées éventuellement partiellement agressives pourraient s’avérer 
nécessaires afin d’éradiquer complètement le virus. Il a été démontré que l’activation de 
la voie de signalisation NF-κB est largement utilisée par le virus dans les lymphocytes T 
en croissance, et que le facteur principal, la forme active de ce facteur de transcription est 
affectée par la WA. Il faut aussi être conscient du fait que le NF-κB est impliquée dans un 
éventail d’évènements cellulaires allant de la survie cellulaire jusqu’à l’inflammation, des 
difficultés seront ainsi présentes en vue de la mise en œuvre d’une stratégie antivirale 
avec la WA en raison de son implication dans de divers processus cellulaires. Enfin, notre 
étude ajoute la WA comme un outil pour comprendre les mécanismes d’action du NF-κB 
dans la réplication du VIH-1. 
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CHAPITRE 4  CONCLUSION 
Cette étude a été menée afin d’investiguer l’effet de la WA dans la réplication du VIH-1 
dans les lymphocytes T, via la modulation du facteur de transcription NF-κB. Ainsi, les 
résultats suggèrent que l’activation de LTR, la séquence promotrice du VIH-1, nécessite 
l’activation de la voie de NF-κB. Cette activation est partiellement inhibée par la 
présence de la WA à basse concentrations, sans que la survie des cellules soit 
compromise. La translocation de NF-κB jusqu’au noyau est l’étape critique au 
recrutement de ce facteur de transcription, qui déclencherait par la suite la transcription 
des gènes d’intérêt ainsi que la production de son propre inhibiteur dans le but de 
moduler son activation d’une manière régulée. La WA freine l’activation du LTR par le 
biais du NF-κB, car l’absence des séquences de fixation celui-ci diminue le rôle 
inhibiteur de la WA dans le contrôle de la réplication virale.   
Bien que cette étude ait été accomplie avec un virus pseudotypé pouvant imiter 
l’infection virale, la réalisation de nos objectifs ne nous permet pourtant pas de mettre en 
évidence le rôle de certains facteurs viraux dans la transcription des gènes du VIH-1. En 
effet, le virus mutant dépourvu de sites de fixation pour NF-κB a eu un niveau basal 
d’expression plus élevé que celui du type sauvage, même si celui-ci ne répond pas de la 
même façon aux activateurs de cellules T tels que la PMA et la PHA. Ces résultats 
pourraient suggérer la présence de certaines fonctions de la NF-κB dans la régulation 
négative de la transcription virale, contribuant éventuellement à l’établissement de la 
latence virale. Certains facteurs régulateurs du virus pourraient interagir avec des 
éléments cellulaires afin de contrôler stratégiquement la réplication virale. Il serait donc 
intéressant d’investiguer par la suite l’effet de la WA dans le cas d’une infection naturelle. 
Cette étude ouvre la porte à l’utilisation des molécules naturelles médicinales comme 
traitements inédits contre les infections virales où la machinerie cellulaire est souvent 
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impliquée. De plus, nos résultats confirment l’implication de la voie NF-κB dans la 
transcription des gènes viraux du VIH-1, et que cette voie est ciblée à plusieurs niveaux 
par la WA. Il n’est pourtant pas clair de la cible exacte de la WA, ce qui n’est pas 
étonnant compte tenu de sa nature multifonctionnelle et qu’elle pourrait cibler plusieurs 
molécules impliquées dans la voie en question. Enfin, nos résultats proposent que la WA 
ait des rôles essentiels dans la répression de la réplication virale par la voie de NF-κB, ce 
qui pourrait constituer une stratégie inédite dans le contrôle et l’éradication de l’infection 
au VIH-1.  
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